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1. RESUME 
En reponse a un stress inflammatoire, les cellules 6pitheliales intestinales (CEI) 
s6cretent de multiples cytokines pro- et anti-inflammatoires dans le but de retablir 
l'hom6ostasie intestinale. Les leucocytes, macrophages et neutrophiles sont guid6s par 
ces signaux et jouent un r61e important dans la pathogenese des maladies inflammatoires 
de l'intestin (Mil). II est bien connu que la majorit6 de ces cellules migrent de la 
microcirculation intestinale au site d'inflammation par diap6dese ce qui implique, en autre 
la E-SELECTINE, VCAM-1 et ICAM-1, des molecules d'adhesion exprimees par les 
cellules endotheliales. Les Cfil, en conditions inflammatoires, peuvent egalement 
exprimer certaine de ces molecules, tel ICAM-1, et l'expression de ces prot6ines 
favoriserait le recrutement des leucocytes au site d'inflammation. Les nucleotides 
extracellulaires, par 1'activation des recepteurs P2Y, constituent une nouvelle classe de 
mol6cules immunoactives dans 1'activation les cellules epith61iales et participent a la 
pathologie des MIL 
Dans cette optique, nous avons etudi6 les rdles des nucleotides extracellulaires et 
celui des recepteurs P2Y dans le recrutement et 1'adhesion des leucocytes. Les lign6es 
cellulaires Caco-2/15 et IEC-6 ont ete stimulees a l'aide de 100 uM d'ATP, d'ADP, 
d'UTP ou d'UDP en fonction du temps. L'expression de differentes molecules d'adhesion 
a 6te mesuree par RT-PCR, par immunobuvardages de type western et qPCR. 
L'expression d'ICAM-1 a aussi €t€ mesur6e dans notre modele murin d'inflammation 
intestinal. Nous avons meme observe la colocalisation de macrophages (CD68+) avec 
l'expression d'ICAM-1. Des tests d'adhesion et de transmigration au travers d'une 
monocouche de cellules intestinales differenci6es ont aussi 6te r6alis6s a l'aide des 
cellules U-937, PLB-985 et de macrophages frais extraits de rates de rats. Les voies de 
signalisation impliqu6es dans l'expression d'ICAM-1 furent caracterisees a l'aide 
d'inhibiteurs pharmacologiques pour ERK1/2, p38, JNK et NF-KB. Un criblage du 
transcrit de plusieurs molecules d* adhesion par qPCR a aussi et6 realis6 en utilisant la 
technologie fournie par la compagnie SuperArray. Dans cette 6tude, j'ai demontre" que la 
stimulation de cellules 6pitheliales intestinales par les nucleotides extracellulaires 
augmente l'expression d'ICAM-1 par les CEI et favorise Padh6sion et la transmigration 
des cellules leucocyte a Perithelium intestinal. L'expression d'ICAM-1 passe par 
1'activation du r6cepteur P2Y2 et semble impliqu6e le facteur de transcription NFKB. Ces 
r6sultats montrent clairement Timplication des nucleotides extracellulaires et des 
r6cepteurs P2Y dans l'adh^sion et la transmigration des macrophages a l'6pith61ium 
intestinal. lis sont en accord avec le r61e de ce recepteur dans la reponse inflammatoire, 
c'est-a-dire. la proliferation, la synthese et la s6cr6tion de cytokines, l'expression de 
prolines d'adhesions et la migration cellulaire; tous des evenements biologiques 
impliqu6s dans la pathogenese des maladies inflammatoires intestinales. 
2 INTRODUCTION 
2.1 Le systeme digestif 
Le corps humain se definit comme 6tant l'ensemble des parties d'un organisme vivant, 
compose a son tour d'un ensemble de differents systemes comme le systeme sanguin, le 
systeme vasculaire, le systeme nerveux et le systeme digestif. Dans le cadre de ce 
memoire, l'attention sera portee sur le c61on qui est l'une des composantes du tube 
digestif. Outre le cdlon, le tube digestif est compose" de la bouche, de Toesophage, de 
res'tomac, de l'intestin grele et l'anus. D'un point de vue fonctionnel, le tube digestif est 
responsable de la transformation des aliments et de la degradation des nutriments afin que 
ceux-ci puissent passer dans la circulation sanguine et Stre employ6s par 1'organisme. 
Chaque organe composants le tube digestif possede une structure adapted a la fonction 
qu'il lui est propre. L'intestin est un exemple d'organe poss^dant une structure 
parfaitement bien adapted aux r61es qu'il occupe. Sa structure est formee de plusieurs 
replis augmentant ainsi considerablement la surface de contact avec le bol alimentaire et 
favorisant ainsi 1'absorption des nutriments. Le c61on se distingue surtout par sa capacity 
d'absorption d'eau tres elev6e, mais il participe aussi a l'absorption des sels et des 
vitamines 
2.1.1 Le cdlon : rSle et structure 
Bien que l'intestin grele participe aussi activement a l'absorption de nutriment, cette 
6tude s'attardera specifiquement au r61e et a la structure du c61on ainsi qu'aux pathologies 
a caractere inflammatoire pouvant l'affecter. Le c61on a comme fonction principale 
1 
l'absorption d'eau et de sel, ainsi que la propulsion des feces de plus en plus solides vers 
le rectum. II comporte quatre couches fonctionnelles distinctes: la muqueuse, la sous-
muqueuse, la musculeuse et l'adventice. II est aussi subdivise en plusieurs compartiments 
soit: le caecum, l'appendice, le c61on ascendant, transverse, descendant ou sigmoi'de, le 
rectum et le canal anal (Gartner and Hiatt 1997; Wheater, Young et al. 2004; Edward 
Seidel 2006) (figure 1). 
Morphologiquement, le cdlon est compose des cryptes de Lieberkiihn qui s'enfoncent 
dans le chorion de la muqueuse. L'epithelium de surface est compose" principalement de 
colonocytes specialises dans l'absorption. On y retrouve aussi des cellules 
enteroendocrines qui sont de types secretaires. Elles ont pour role de deVerser divers types 
d'hormones au niveau de la lamina propria. Elles possedent en moyenne 20 types de 
granules correspondant chacune a une hormone comme la secretine, la s6rotonine, la 
synaptophysine et bien d'autres (Pinto, Gregorieff et al. 2003). Les cellules caliciformes, 
qui sont aussi des cellules s^cretrices, s6cretent du mucus au niveau de la lumiere 
intestinale pr^servant ainsi les cellules des frictions occasionnees par le passage du bol 
alimentaire (figure 2). 
Finalement, le cdlon est compost de differents types cellulaires issus de la 
differentiation des cellules souches. Selon la th6orie de la hierarchie des cellules souches 
intestinales (Marshman, Booth et al. 2002), nous retrouvons tout au fond de la crypte les 
cellules souches primordiales qui vont g6nerer les cellules souches clonogeniques qui 
maintiennent un potentiel souche apres trois divisions. Ces cellules rentrent en transition 
et le processus de determination commence. Une fois la transition commencee les 
cellules perdent leurs caracteres souches et entament leur differentiation terminale 
(Marshman, Booth et al. 2002). Les cellules en voie de differentiation terminale entament 
2 
une ascension verticale en direction du haut de la crypte et donneront naissance aux 
differents types cellulaires composant 1'epithelium col6nique soit les colonocytes, les 
cellules caliciformes et les cellules enteroendocrines. 
2.2 Une fonction de barriere 
Parmi les fonctions associees a 1'epithelium intestinal, l'une des plus importantes est 
sa fonction de barriere contre les agressions exterieures. La barriere sert aussi de moyen 
de regulation face aux mouvements passifs des molecules de la lumiere vers la muqueuse 
intestinale (Sandborn 2004). 
2.2.1 Les mecanismes de defense 
La mise en place de la barriere se fait par la participation de deux principaux 
systemes. Le premier m6canisme de defense consiste en une barriere physique grSce a la 
presence des jonctions serr6es (figure 3). Celles-ci presentes entre chaque cellule 
epitheliale permettent de conserver une etanchelte" selective entre l'environnement 
extracellulaire, que represente la lumiere intestinale, et l'hdte. Les prot6ines responsables 
des fonctions d'adhesion des jonctions serr6es incluent les claudines, les occludines, les 
tricellulines et les JAMs, (mol6cules d'adhesion des jonctions) (Sandborn 2004; Seidel 
and Long 2006). Collectivement, elles exercent un contrdle tres fin sur le passage 
paracellulaire des molecules de la lumiere vers la muqueuse intestinale (Kelsall 2008). 
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Figure 1 A). Structure du colon 
Le colon est la structure terminate du systeme digestif. H se caracterise principalement par 
sa capacity d'absorption d'eau tres elevee, mais participe aussi a l'absorption des 
nutriments et des sels. H se subdivise en 7 principaux compartiments, le caecum, 
l'appendice, le c61on ascendant, transverse, descendant ou sigmoide, le rectum et le canal 
anal. 
Figure adaptee de http://www.moiracolonicclinic.com/questions.htm 
Figure 1B). Morphologie de 1'epithelium colonique. 
Le tissu colonique, tout comme l'intestin grele, est un tissu tres vascularis^. Parmi les 
differences majeures entre l'intestin grSle et le cdlon est 1*absence de villosit6s dans le 
c61on ainsi que 1'absence de cellules de Paneth. Le cdlon est compos6 de cryptes 
prolif6ratives et d'un 6pithelium apical plat differenci-6. Les cellules souches du fond de 
la crypte vont donner la naissance aux trois types de cellules diff6renci6s, soit les cellules 
absorbantes (colonocytes), les cellules a mucus ou caliciformes et les cellules 
ent&oendocrines (figure 3 tir6e de Gartner, 1997). 
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Des 6tudes ont suggere que le processus d'ouverture et de fermeture des jonctions serrees 
se fait de maniere tres rapide de facon a ne pas perturber la permeability de la barriere. En 
conditions normales, il y a migration de leucocytes vers la lumiere de l'intestin, si le 
processus d'ouverture des jonctions serree n'etait pas rapide, la permeability membranaire 
en serait compromise (Nusrat, Parkos et al. 1997). 
En conditions inflammatoires, la quantit6 de leucocytes qui migrent devient 
importante et entramerait la perte de la regulation des mecanismes d'ouverture, fermeture 
des jonctions serrees conduisant ainsi vers une augmentation rapide de la perm6abilit6 
membranaire (Zen and Parkos 2003). Les mecanismes de contrSle d'ouverture et de 
fermeture restent nebuleux, mais bas6s sur l'information connue au niveau de 
l'endoth61ium, l'adh6sion de leucocytes a l'6pith61ium entralnerait une signalisation 
intracellulaire conduisant vers la phosphorylation des chaines 16geres de myosines (Zen 
and Parkos 2003). De plus, la mol6cule d'adhesion CD47 interviendrait dans la vitesse de 
migration des leucocytes et les molecules JAMC et JAML serait impliqu6es dans 
l'adhesion laterale de ceux-ci (Zen, Liu et al. 2005). 
Le deuxieme m6canisme, de type secr6toire, implique la relache de differentes 
molecules comme le mucus, les d£fensines, et les immunoglobulines A (IgA) (Baumgart 
and Carding 2007). Le mucus, qui est compose de glycoprotelnes de murine extr6mement 
hydrophile, se lie aux complexes d'hydrates de carbone attaches a la surface des cellules 
epitheliales absorbantes. II empecherait l'attachement des bacteries a l'epith^lium 
intestinal. (Kelsall 2008). De plus, les IgA secr6tees par les lymphocytes B ainsi que par 
les cellules plasmatiques et 6pitheliales s'associent rapidement aux bacteries pathogenes 
et facilitent ainsi leurs phagocytoses par les macrophages (Macpherson and Slack 2007). 
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Figure 3. Structure des jonctions serrees. 
Les jonctions serrees entourent chaque cellule directement en dessous de la surface dans 
le but de rendre l'espace intercellulaire impermeable au contenue intraluminale. Ces 
jonctions facilitent le soutien de la structure et permettent un controle tres fin sur le 
passage des proteines intraluminales vers la muqueuse en forcant l'utilisation d'un 
transporteur. De plus, la presence de jonction serree sert de principale barriere mecanique 
face aux eventuels pathogenes presents dans l'espace intraluminal du colon. 
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Les cellules epitheliales produisent aussi plusieurs prolines anti-bacteriennes: les 
defensines, les cathelicines et les « bacterid permeability-increasing protein » qui sont des 
proteines detruisant la paroi interne et exteme des bacteries. Les defensines regroupent 2 
grandes classes de molecules: les oc-defensines (HD-5, HD-6), s6cret6es specifiquement 
par les cellules de Paneth de l'intestin grele et les p-defensines (HBD1, HBD2, HBD3, 
HBD4) secret6es par plusieurs types cellulaires dont les cellules epitheliales du colon 
(Baumgart and Carding 2007). Les defensines sont impliquees dans la formation de pores 
chez les bacteries ainsi que dans l'attraction des leucocytes. Pour leurs parts, les 
cathelcidines (LL-37/hCAP-18) sont des peptides anti-microbiens cationiques relScbis 
aussi par plusieurs types de cellules, dont les colonocytes, provoquant aussi la formation 
de pores chez les bacteries (Kelsall 2008). L'action des cathelcidines est plus distinctive et 
est dirig6e contre les pathogenes spdcifiques. Finalement, les BPI sont des proteines ayant 
des effets cytotoxiques diriges contre les bacteries Gram negatives (Muller, Autenrieth et 
al. 2005; Kelsall 2008). L'action des BPI est basee sur leur capacity a se lier a la portion A 
du lipide du LPS avec une grande affinite ce qui endommage la membrane externe des 
bacteries et subs6quemment leurs cytoplasmes. 
Cette barriere sert indubitablement de protection face aux differents organismes 
pathogenes 6voluant dans l'intestin. En effet, le c61on constitue, a lui seul, un reservoir 
contenant plus de 400 especes bacteriennes (Muller, Autenrieth et al. 2005) composees 
majoritairement de bacteries commensales qui ont des fonctions benefiques pour 
l'organisme en participant entre autres a la digestion des gras et a la production de 
vitamines (Kelsall 2008). Toutefois, 1'intrusion de ces bacteries ou de tous autres agents 
pathogenes (bacteries, virus, etc.) dans la muqueuse intestinale amene l'apparition de 
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diverses pathologies et complications, telles que les maladies inflammatoires intestinales. 
Outre la barriere intestinale qui est la premiere ligne d'intervention, pour pr6venir toute 
intrusion non desiree d'organismes pathogenes, la muqueuse intestinale dispose de 
plusieurs autres moyens de surveillance pour reperer les bacteries et autres agents 
pathogenes. 
2.2.2 Les recepteurs de reconnaissance 
Cette surveillance se fait grSce aux r6cepteurs de reconnaissance de motifs Pattern 
recognition receptors, (PRR) tels que les r6cepteurs LRR (rdcepteurs de sequences riches 
en leucine), les recepteurs NOD (domaine d'oligom&isation des nucleotides) et les 
r6cepteurs TLR (Toll-like receptors) (Macdonald and Monteleone 2005). Les r6cepteurs 
de type « Toll-like »jouent un r61e dans la reconnaissance de motifs moleculaires associ6s 
aux pathogenes qui sont present sur les bacteries et les produits bacteriens (Reaves, Chin 
et al. 2005). lis ont aussi pour r61e de prot^ger les systemes mammaliens et de limiter les 
dommages causes par des bacteiies pathogenes. Les recepteurs de type «Toll-like » 
particulierement le TLR4 reconnaissent les lipopolysaccharides (LPS), une composante 
centrale de la paroi des bact6ries de type Gram n6gatifs. En effet, les recepteurs TLR sont 
en conditions normales exprim6s k un niveau peu 61eve et souvent du c6te basolaterale des 
cellules (Yamarnoto-Furusho and Podolsky 2007). Cette localisation des TLR au niveau 
du colon de l'h6te est critique puisqu'une population importante de bacteries de type 
Gram negatifs colonise le c61on. Une expression des TLR du c6te apical causerait un 
accroissement constant de signaux activant le systeme immunitaire inne\ celui-ci 6tant 
constamment stimuli par les bacteries ou leurs produits. C'est d'ailleurs ce qui est observe" 
en condition inflammatoire ou il a une deregulation de 1'expression des TLR amenant une 
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forte augmentation de 1'expression de TRL4 au niveau apical des cellules epitheliales 
intestinales (Cario and Podolsky 2006). De fa9on similaire, les recepteurs NOD sont 
responsable de la detection des pathogenes par les macrophages et du contrdle de 
1'infection bacterienne. Les genes NOD component souvent des mutations dans les 
maladies inflammatoires de l'intestin (Yamamoto-Furusho and Podolsky 2007). Les 
mutations sont souvent situees dans le domaine LRR et le gene NOD2 s'en trouve 
generalement affecte et ne peut plus remplir ses fonctions de reconnaissance bact6rienne 
et de signalisation. La mutation de NOD2 provoque aussi un dereglement des fonctions 
leucocytaires provoquant un desequilibre de 1'expression de leurs cytokines. 
2.3 Le systeme immunitaire 
Malgre les diff6rents mecanismes mis en place par l'organisme pour contrer les 
attaques exterieures, il n'y parvient pas toujours avec une efficacite absolue. Dans ce cas, 
la reponse inflammatoire est centrale dans l'6tablissement d'une defense efficace contre 
1'invasion de pathogenes ou de differents agents pathologiques (Kelsall 2008). Par contre, 
cette reponse doit 6tre tres finement r6gul6e afin d'6viter une reaction anormale dirig6e 
contre la flore intestinale commensale 6tablie et les differentes composantes cellulaires du 
tube digestif. 
2.3.1 Systeme immunitaire inne 
Le declenchement de la reponse immunitaire joue done un r61e cle dans le cadre 
d'une reponse anti-infectieuse ou inflammatoire et e'est le systeme immunitaire inn£ qui 
est le premier a entrer en jeu. Contrairement au systeme adaptatif qui implique le 
developpement sur plusieurs jours de lymphocytes T et B specialises, le systeme 
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immunitaire inne" a recours a des mecanismes de defense generaux qui sont mobilises 
rapidement (Sandborn 2004). L'activation du systeme immunitaire innd implique 
plusieurs types de cellules immunitaires. D'abord, les macrophages residants de la 
muqueuse et les cellules dendritiques, qui apres reconnaissance des pathogenes, vont 
relacher des m&liateurs inflammatoires comme l'IL-lp, le TNF-oc, le CXCL8, l'EL-6 et 
l'IL-12 qui vont recruter les monocytes et les neutrophiles circulant cr6ant ainsi la 
premiere ligne de defense. Les dommages tissulaires et la rel&che de mediateurs 
inflammatoires vont aussi initier le processus inflammatoire. Ce processus est essentiel a 
trois niveaux pour combattre les infections: 1) il a pour but de recruter des cellules 
immunes pour combattre rinfection. 2) grace a la coagulation microvasculaire, r6sultant 
des dommages tissulaires, il restreint rinfection et 3) il promeut la reparation des tissus 
endommag^s. 
La premiere reaction caracteristique de 1'inflammation est 1'augmentation du 
diametre vasculaire suivit de l'augmentation du d6bit sanguin et finalement l'expression 
de molecules d'adhesion pour permettre 1'extravasation des cellules immunes vers le site 
d'inflammation (Janeway 2005). Ce phenomene sera par ailleurs discute en detail dans 
une section ult6rieure. D'autres cellules immunitaires de la lign^e myeloi'de telles que les 
basophiles et les 6osinophiles (cellules a granules) sont aussi depechees sur les lieux. 
Toutes ces cellules immunitaires font partie de la ligne^ my61oi'de et sont aussi designees 
par le terme general leucocytes (Parham 2003; Janeway 2005). 
2.3.2 Systeme immunitaire acquis 
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Bien que Pimmunite innde ait une importance critique au niveau de la reponse 
infectieuse et inflammatoire, rimmunite adaptative a aussi un r61e tres important a jouer. 
En effets, plusieurs molecules secretdes par les cellules epitheiiales et les macrophages 
actives comme PIL-12 et PIL-ip, ont pour but d'activer ce systeme a action plus lente 
(Janeway 2005). Celui-ci est caract&ise par une m^moire immunologique avec protection 
a long terme. GrSce aux cellules pr6sentatrices d'antigenes professionnelleSj comme les 
cellules dendritiques, l'organisme peut reconnaltre specifiquement certains pathogenes, ce 
qui permet de focaliser la reponse immune (Parham 2003) (figure 4). 
Par contre, en condition inflammatoire, les cellules dendritiques sont soupgonnees 
d'etre incapable de differencier correctement les bacteries commensales des pathogenes 
ce qui conduirait vers une activation excessive des cellules T nai'ves en cellules effectrices 
Thl, Thl7, Th2 et en cellules NK (Natural Killer cells), (Baumgart and Carding 2007). En 
contrepartie, le systeme immunitaire adaptatif est responsable de 1'inflammation 
chronique souvent observ6e dans plusieurs pathologies, incluant les maladies 
inflammatoires intestinales. 
2.3.3 Participation des cellules epitheiiales dans la reponse immunitaire 
L'epithelium intestinal est lui aussi apte a r^agir face a une attaque de pathogene 
par P activation de differents mecanismes. La mise en place de fonctions defensives 
comme la presence de jonctions serrees et la secretion de plusieurs bactericides a ete 
discutee en detail a la section 2.0. Toutefois, ces defenses ne sont pas toujours suffisantes. 
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Figure 4. Systeme immunitaire intestinal en conditions saines et inflammatoires. 
Cette figure est une illustration de la complexity du systeme immunitaire intestinal en 
conditions normales (A) et inflammatoires (B). Normalement (A), le systeme immunitaire 
est un reseau complexe incluant des cellules de type leucocytaires et lymphocytaires ainsi 
qu'une constellation de cytokine et chimiokines. Toutes ces cellules et signaux sont 
finement orchestres afin de maintenir l'homeostasie intestinale par la relache de signaux 
pro- ou anti-inflammatoire. En conditions inflammatoires (B), la balance regissant 
1'orchestration du systeme immunitaire est perturbee a tous les niveaux. Les cellules 
immunitaires expriment et relachent alors des molecules de signalisation et des 
intervenants cellulaires (recepteurs) differents de ceux retrouves en conditions normales. 
Les bris tissulaires et 1'augmentation de la permeabilite membranaire permettent 1'entree 
de pathogenes jusqu'a la muqueuse. Finalement, les leucocytes presents en grand nombre 
relachent des chimiokines attirants de novo d'autres cellules du systeme immunitaire 
amplifiant et perpetuant un cercle vicieux eonduisant vers les symptomes des MIL 
Figure adapte de (Baumgart and Carding 2007). 
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La cohabitation de l'h6te avec la flore intestinale commensale peut sembler 
passive, mais l'equilibre qui en decoule est extrSmement fragile puisqu'elle resulte d'une 
lutte constante entre des signaux d'activation et d'inhibition du systeme immunitaire inne\ 
En conditions normales, une reponse inflammatoire legere est pr6sente au niveau de la 
muqueuse intestinale, nous parlons alors de tolerance (Collier-Hyams and Neish 2005; 
Baumgart and Carding 2007). Les problemes surviennent lorsque les signaux 
d'inhibitions du systeme immunitaire sont der6gles, par exemple, par des facteurs 
environnementaux et/ou des mutations g6netiques resultant en une activation incontrolee 
de la reponse inflammatoire. Cette absence ou ce manque de signaux inhibiteurs peut 
alors conduire vers un d^balancement de rimmunit6 mucosale augmentant les risques 
d' inflammation chronique (Baumgart and Carding 2007). 
Ce fragile equilibre est gouveme" principalement par la s6cr6tion d'une 
constellation de cytokines et de chimiokines pro- et anti-inflammatoires par les cellules 
epitheliales et par les cellules du systeme immunitaire. Bien sur, il existe une interaction 
tres complexe entre la liberation de ces m&Uateurs par les cellules epithiliales et 
immunitaires. Certaines chimiokines comme le CXCL8 ainsi que des membres de la 
famille GRO comme le CXCL1, le CXCL2 et le CXCL3 sont relaches par les cellules 
epith61iales pour attirer les macrophages et les neutrophiles. Bien que plus tardives, les 
cellules epitheliales relSchent de facon soutenue du CXCL5. Le fait que la relSche se fasse 
differemment indique une fonction l^gerement differente qui consiste a attirer et a 
maintenir les macrophages et neutrophiles plus pres de l'epithelium par l'imposition d'un 
gradient (Sandborn 2004). De plus, les cellules epitheliales produisent des mediateurs 
chimioattractants important comme le CXCL10 et le CXCL11 pour le recrutement des 
sous-populations de lymphocytes T. Ces lymphocytes T vont intervenir dans 1'immunity 
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acquis ainsi que dans le maintien de Pequilibre global de Pimmunite' mucosale de 
l'intestin. De plus, les cellules epitheliales de l'intestin vont relacher differentes cytokines 
pro-inflammatoire et anti-inflammatoire qui permettront le maintien de P6quilibre 
mucosale global. Par exemple, Pexpression d'lL-lp une cytokine pro-inflammatoire, a 6t€ 
observed chez les rats a la suite d'une infection avec la Trichinella Spiralis (Stadnyk and 
Kearsey 1996) et de Pinduction d'une colite a Paide d'indometacine (Stadnyk 2002) 
D'une autre maniere, la s6cr6tion d'IL-10 connu pour ses effets anti-inflammatoires, 
(Kullberg, Ward et al. 1998; Scheinin, Butler et al. 2003) participe au maintien de 
P6quilibre de la reponse inflammatoire de la muqueuse intestinale par la suppression de 
Pactivite de plusieurs cellules immunitaires (Al-Ashy, Chakroun et al. 2006). 
En bref, le nombre de cytokines et de chimiokines exprimees par les cellules 
6pitheliales est tres impressionnant. Elles sont relSch&s selon un gradient spatial et 
temporel pour recruter les differentes cellules du systeme immunitaire inne" et adaptatif au 
niveau de la muqueuse intestinale. De cette maniere, le r6seau est tres astucieusement 
ordonne" et permet une regulation fine de P immunity mucosale et de la reponse 
inflammatoire (figure 5). 
2.4 Les nucleotides extracellulaires 
II a ete demontr6 pr6c6demment que les cytokines et chimiokines ont un r61e 
important a jouer dans la reponse immune et inflammatoire de l'intestin. Toutefois, les 
cytokines et les chimiokines ne sont pas les seules a agir comme molecules de 
signalisation dans la reponse immunitaire intestinale. 
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Figure 5. Les cytokines et chimiokines produites par les cellules epitheliales 
intestinales. 
La figure regroupe les cytokines et chimiokines produites par les cellules epitheliales 
intestinales. Les principales cellules cibles des chimiokines ont ete montrees, quoiqu'il 
faille noter qu'une chimiokine peut agir sur plus qu'un type cellulaire. La figure inclut les 
cytokines constitutivement exprimeess aussi bien que les cytokines dont l'expression est 
induite. ENA (Epithelial-deriver neutrophil-activating peptide); IL (Interleukine); IP-10 
(Interferon-inducible protein-10); I-TAC (Interferon- inducible T cell chemoattractant); 
GM-CSF ( Granulocyte macrophage - colony stimulating factor); GRO (Growth related 
oncogene); MDC (Macrophage derived chemokine); MEC (Mucosa -associated 
epithelial chemokine ) ; Mig (Monokine induced by interferon-y); MCP (Monocyte 
/Macrophage chemotactic peptide); RANTES (Regulated upon activation, normal T cell 
expressed and secreted); SCF (Stem cell factor); TECK (Thymus-expressed 
chemokine); TGF (Transforming growth factor) (adaptee du Stadnyk, 2002). 
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Les nucleotides extracellulaires soit l'ATP, l'ADP, l'UTP et l'UDP ainsi que 
l'UDP-glucoses sont aussi des molecules signaletiques qui jouent un r61e cle dans une 
panoplie de phenomenes physiologiques et physiopathologiques, particulierement dans la 
reponse immune et inflammatoire (Abbracchio, Burnstock et al. 2006; Di Virgilio 2007; 
Di Virgilio 2007). 
2.4.1 Les nucleotides extracellulaires signalant un danger 
Les nucleotides extracellulaires font d'ailleurs partis d'un groupe de molecules 
endogenes ayant la capacites de rapidement signaler un danger, les alarmines (Di Virgilio 
1995; Gallucci, Lolkema et al. 1999; Boeynaems and Communi 2006). En effet, les 
nucleotides repondent a cinq criteres permettant de les identifier comme des molecules 
signalant un danger. 1) Ce sont des molecules pr6sentes en grandes concentrations dans 
les cellules. 2) Elles sont presentes a de faibles concentrations dans l'environnement 
extracellulaire en conditions normales. 3) Leur relSche est augmented a la suite d'un 
stress. 4) Leurs actions sont facilities par 1'activation de rdcepteurs specifiques qui 
repondent aux diffierentes concentrations de ligands et 5) ces molecules sont rapidement 
d6truites une fois relachees (Di Virgilio, Borea et al. 2001). 
Les nucleotides extracellulaires sont presents en conditions physiologiques 
normales a des concentrations de 10 a 100 nM. Toutefois, sous certaines conditions, la 
concentration peut augmenter rapidement et atteindre des niveaux de 1'ordre du \sM voir 
du mM (Abbracchio, Burnstock et al. 2006; Bours, Swennen et al. 2006; Grbic, Degagne 
et al. 2008). Les nucleotides peuvent Stre liber6s massivement au site d'inflammation 
suivant differents ev^nements tels que des bris cellulaires, 1'activation des leucocytes, la 
presence de nombreux mediateurs chimiques, tels que les cytokines et les chimiokines, de 
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meme que dans des conditions d'hypoxie et d'acidose locale. (Di Virgilio, Borea et al. 
2001; Di Virgilio 2003). De plus, il semble que les nucleotides extracellulaires agissent 
en eiroite collaboration avec les chimiokines et cytokines. En effet, il est demontr6 que la 
relache des nucleotides dans le milieu extracellulaire augmente la production de 
m&iiateur inflammatoire tel le CXCL8 et l'EL-12 via l'activation de la signalisation 
purinergique (Wilkin, Stordeur et al. 2002; Seiffert, Ding et al. 2006; Grbic, Degagne et 
al. 2008). Recemment, le groupe du Dr Gary Weisman (University of Missouri-Colombia) 
a montre que la stimulation de cellules endotbiliales par l'UTP entraine l'augmentation de 
1'expression de VCAM-1, une molecule d'adhesion impliquee dans le recrutement des 
leucocytes a l'endothelium vasculaire et fortement impliqu6 dans le processus 
inflammatoire entourant l'hyperplasie (Seye, Yu et al. 2003). II semble d'ailleurs que les 
nucleotides extracellulaires soient impliqu6s dans une grande vari6t6 de ph6nomenes 
physiopathologiques a caractere inflammatoire comme l'hyperplasie de l'intima des 
vaisseaux sanguins et 1'arthrite rhumatoide pour ne nommer que ces deux pathologies 
(Seye, Kong et al. 2002; Erlmge and Burnstock 2008). 
2.4.2 Mecanismes de relache des nucleotides 
Les nucleotides sont reaches dans le milieu extracellulaire suivant differents 
evenements (signaux 61ectriques, stress mecanique, dommages tissulaires, attaque 
bact6rienne) (Bours, Swennen et al.. 2006). Par contre, il est difficile d'^tudier les 
differents mecanismes de relache a cause de la regulation dynamique existant dans le 
milieu extracellulaire. En effets, les nucleotides sont constamment soumis a des 
mecanismes de catabolisme, de relSche et d'interconversion dans le milieu extracellulaire, 
rendant leurs quantifications extrSmement complexes (Abbracchio, Burnstock et al. 
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2006). Cette dynamique est en grande partie due a la presence d'ectonucl6otidases qui 
hydrolysent les nucleotides extracellulaires comme l'ATP en ADP et en AMP (Braun, 
Sevigny et al. 2004; Erlinge and Burnstock 2008). En condition d'homeostasie la 
concentration basale de nucleotides extracellulaires est maintenue a une concentration de 
10 nM resultant d'une reMche constitutive des cellules par exocitose et de l'activite- des 
ectonucieotidases (Schwiebert and Zsembery 2003). 
Comme nous venons de le voir, les nucleotides peuvent etres relach6s suivant 
differents stimulus. D'abord par exocytose de vdsicules contenant de l'ATP par des 
cellules de type excitable ou secretaire. Ce mecanisme de relSche constitue une source de 
nucleotides extracellulaires parmi les mieux etudie (Pangrsic, Potokar et al. 2007; Riddle, 
Taylor et al. 2007). Elle est particulierement bien documentee au niveau du cerveau ou les 
terminaisons nerveuses, localisees a la proximite des cellules cibles, liberent de petites 
quantites d'ATP par exocytose (Burnstock, Satchell et al. 1972; Williams 1990). Ce type 
de relSche est aussi exerce par les cellules neuroendocrines et les plaquettes dont les 
granules denses peuvent contenir des concentrations tres eievees de nucleotides soit de 
150 a 1000 mM (Abbracchio, Burnstock et al. 2006). Toutefois, des quantites de cellules 
dites non-excitables comme les cellules endothelials, fibroblastiques, immunitaires et 
epitheiiales peuvent aussi liberer des nucleotides (Abbracchio, Burnstock et al. 2006; 
Erlinge and Burnstock 2008; Grbic, Degagne et al. 2008). Ce qui caracterise ces cellules, 
c'est l'absence d'evidence demontrant la presence de vesicules denses. La relSche de 
nucleotides se fait done suivant d'autres mecanismes comme: le stress, l'hypoxie, 
l'acidose ou via une stimulation mecanique. II est interessant de remarquer que ces 
conditions sont souvent presentes en conditions inflammatoires. En fait, l'ATP est connue 
pour fonctionner comme une molecule de signalisation endogene qui serait necessaire 
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pour activer la reponse immune primaire et contrdler le processus inflammatoire qui s'en 
suivrait (Bours, Swennen et al. 2006). De plus, deux autres facteurs majeurs entre en jeu 
dans le processus de relSche des nucleotides dans le milieu extracellulaire soient les 
dommages tissulaires et la lyse cellulaire. Le milieu intracellulaire possedant une 
concentration tres elevee de nucleotides, soit en moyenne de 3-10 mM, le bris cellulaire 
provoque une sortie massive de nucleotides augmentant ainsi rapidement leurs 
concentration (Bours, Swennen et al. 2006). Cette augmentation de la concentration 
stimule alors 1'activation des r^cepteurs nucldotidiques qui sont les principaux effecteurs 
de la signalisation purinergique. 
Depuis peu, de nouvelles technologies facilitant la detection de faibles niveaux de 
nucleotides extracellulaires ont permis de mettre en lumiere la raison d'etre de ces deiicats 
niveaux de nucleotides. Par exemple, au niveau de 1'epithelium pulmonaire, la relache 
constitutive d'ATP permet de reguler les mouvements du surfactant en stimulant le 
battement des cils tapissant les voies aeriennes de l'arbre bronchique (Lazarowski, Tarran 
et al. 2004). Concernant les autres nucleotides extracellulaires, ils se retrouvent aussi 
relSches de maniere constitutive a un niveau semblable a celui de l'ATP, mais leurs 
catabolismes peuvent varier legerement. Par exemple, PUDP-glucose est relSche 
constitutivement dans les cellules alveolaires epitheiiales a des niveaux similaires a 
l'ATP. Par contre, celui-ci est metabolise plus lentement que l'ATP. (Abbracchio, 
Boeynaems et al. 2003). De plus, plusieurs etudes ont demontre que l'accumulation locale 
de nucleotides extracellulaires etait sous-estimee. Par exemple, dans les cellules 
plaquettaires humaines, l'utilisation d'un nouveau systeme de fusion permettant l'ancrage 
de l'enzyme luciferase ATP-specifique a la paroi externe des cellules a montre que la 
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concentration d'ATP dans le milieu apres stimulation des plaquettes par la thrombine est 
sous-estim6e d'au moins un ordre logarithmique (Grbic, Degagne et al. 2008). 
2.5 Les recepteurs nucleotidiques 
La cascade purinergique se fait par l'activation des recepteurs de la superfamille 
des recepteurs nucleotidiques. Ces recepteurs transmembranaires sont divises en deux 
grandes sous-families. D'abord les membres de la famille PI couples aux proteines G, qui 
comprennent respectivement 4 sous-types. Les recepteurs Ai et A3 qui inhibent 
1'adenylate cyclase et A2a et A2b qui stimulent 1'adenylate cyclase. Tous ces recepteurs 
sont exprim6s de maniere ubiquitaire dans Forganisme et sont actives par 1'adenosine. La 
deuxieme sous-famille des recepteurs nucleotidiques est la sous-famille P2. Celle-ci est 
divisee en recepteurs P2X, qui sont des recepteurs a canaux ioniques ligand dependant et 
en P2Y qui sont des recepteurs metabotropiques a 7 passages transmembranaires 
(Kolachala, Bajaj et al. 2008). G'est d'ailleurs sur ces derniers que ce memoire focalisera. 
2.5.1 Les recepteurs P2Y 
Les recepteurs P2Y sont actives par les nucleotides extracellulaires comme l'ATP, 
l'ADP, l'UTP, l'UDP et l'UDP-glucose dont les r61es generaux et mecanismes de relache 
ont 6te decrits a la section 2,4. A ce jour, 8 sous-types de recepteurs P2Y humains ont ete 
clones et leurs fonctions ou modes de signalisation caracterises, soit les recepteurs P2Yi, 
P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Yn, P2Yi2, P2YX3 et P2Yi4. (tableau 1). Ces recepteurs comme les 
autres membres de la famille des recepteurs metabotropiques activent les proteines G 
trimeriques qui peuvent a leurs tours interagir avec une multitude de proteines effectrices. 
(Erb, Liao et al. 2006). Les recepteurs P2Y peuvent etre grossierement divise en deux 
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classes soit ceux coupl6s a la proline Gq (P2Y1, 2, 4, 6 et 11) et ceux couples aux 
proteines Gs et Gi (P2Y12,13,14). L'activation de ces recepteurs peut aussi etre bloqu6e 
par l'utilisation de different antagoniste specifique, c'est-a-dire bloquant un seul recepteur 
ou bien non-sp6cifique, c'est-a-dire bloquant l'activation de plusieurs recepteurs. 
Tableau 1 Pharmacologic des recepteurs P2Y. 
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Tableau 1 adapt6 de Abbracchio et al., 2006. 
2.5.2 La cascade purinergique par les P2Y 
Les recepteurs P2Y peuvent activer plus qu'une sous-famille de proteine G 
trimeriques ce qui complexifie grandement 1'etude de leur signalisation. Par exemple, le 
recepteur P2Y2 qui est en general associe a la prot6ine Gq peut aussi recruter la proteine 
Go sous certaines conditions, ce qui a comme consequence 1'activation de voies de 
signalisation conduisant vers une reponse cellulaire differentes (Bagchi, Liao et al. 2005; 
Erb, Liao et al. 2006). De plus, il a 6te demontre" que les recepteurs de type P2Y ont aussi 
la capacity d'activer les proteines G monomerique tel que Rac et RhoA (Soulet, Sauzeau 
et al. 2004). De maniere generate, 1'activation des r6cepteurs P2Yi, 2,4,6 et n resultent en 
1'activation de la phospholipase C (PLC) et vers une mobilisation et une augmentation du 
calcium intracellulaire (Erb, Liao et al. 2006) (Tableau 2). D'autre part, les recepteurs 
P2Yi2, 13 et 14 modulent les niveaux d'AMPc intracellulaires de par leurs actions sur les 
adenylates cyclases. Toutefois, d'autres voies telles que la voie des MAP kinases peuvent 
aussi 6tre activ6es. 
Tableau 2 Pharmacologic des recepteurs P2Y. 
Recepteurs 
P2Yi 
Mecanismes de 
transductions 
Phospholipase C, 
canaux calciques. 
Distribution 
Coeur, muscles 
squelettiques, Cerveau, 
Fonctions 
Modulation de l'agr6gation 
plaquettaire, effets 
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P2Y2 
P2Y4 
P2Y6 
P2Yn 
P2YI2 
Stimulation de la 
phospholipase C. 
Stimulation de la 
phospholipase C. 
Stimulation de la 
phospholipase C. 
Gq/Gn 
stimulation de la 
phospholipase C, 
Gs stimulation de 
1'adenylate 
cyclase. 
G/Go stimulation 
dela 
phospholipase C, 
G/Go inhibition 
de 1'adenylate 
rate, poumons, foie, reins. 
Muscle squelettique, coeur, 
rate, lymphocytes, 
macrophages, moelle 
osseuse, poumons.intestin, 
placenta, glande pituitaire, 
prostate, cartilage, cerveau, 
reins, adipocytes, estomac, 
os, foie foetal,foie, 
pancrdas. 
Intestin, glande pituitaire, 
cerveau, adipocytes, 
poumons, muscles 
squelettiques, rate, 
lymphocytes, prostate, 
coeur, pancreas, placenta, 
reins, estomac, os, foie 
foetal, foie, macrophages, 
moelle osseuse et cartilage. 
Rate, placenta, reins, 
intestin, adipocytes, os, 
poumons, coeur, cerveau, 
muscles squelettiques, 
estomac, glande pituitaire, 
foie foetal, lymphocytes, 
cartilage, foie, 
macrophages, pancreas, 
prostate et moelle osseuse. 
Cerveau, glande pituitaire, 
lymphocytes, rate, intestin, 
macrophages, poumons, 
estomac, adipocytes, 
pancr6as, reins, muscle 
squelettique, prostate, 
coeur, placenta, foie foetal, 
foie, os et cartilage. 
Cerveau, coeur, rate, 
poumons, foie, 
macrophages, plaquettes 
sanguines. 
mitogeniques, relaxation du 
muscle lisse, vasodilatation 
par la voie NO/cGMP, 
changement de la forme des 
plaquettes. 
Transport d'ions, controle 
de la proliferation cellulaire, 
augmentation du flot 
sanguin coronarien par la 
vasodilatation, rdponse 
secretaire de chlore dans le 
jejunum (avec P2Y4) 
Regulation du transport 
epithelial de chlore. 
Contraction du muscle lisse, 
secretion du NaCl via 
1'augmentation du[Ca2+] et 
cAMP, synthese de l'ADN, 
reiache de CXCL-8, 
secretion du CI', 
proliferation des cellules 
tumorales. 
R61e dans la maturation et 
migration des cellules 
dendritiques, differentiation 
cellulaire. 
Delation du gene du 
recepteur P2Y12 chez la 
souris demontre une 
activation/adhesion 
aberrante des plaquettes 
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P2Yi3 
P2Y14 
cyclase. 
Stimulation de la 
phospholipase C. 
Gi/Go inhibition 
de 1'adenylate 
cyclase, G</Gii. 
Cerveau, rate et molle 
osseuse. 
Placenta, adipocyte, 
intestin, estomac, muscle 
squelettique,rate, poumons, 
coeur, glande pituitaire, 
cerveau, reins, foie, 
prostate, pancreas et 
moelle osseuse. 
dansles arteres 
mesenteriques in vivo. 
-
Chemotaxie. 
Tableau 2 adapte de Abbracchio et al., 2006. 
De plus, il a 6t6 montre que les recepteurs P2Y peuvent interagir avec d'autres 
recepteurs tels que les recepteurs P2X (Vial, Tobin et al. 2004) et aussi transactiver les 
recepteurs tyrosines-kinases tels que le recepteur a l'EGF (Liu, Liao et al. 2004). 
Finalement, certains recepteurs, comme le P2Y2, peuvent interagir avec certaines 
intdgrines grace au motif consensus RDG qu'il possede dans la premiere boucle 
extracellulaire. Cette interaction stimule habituellement la migration cellulaire (Erb, Liu et 
al. 2001). Le recepteur P2Y2 est d'ailleurs un des recepteurs P2Y dont les mecanismes de 
signalisation est le plus documente" (figure 6). 
2.6 Roles des recepteurs P2Y 
Les nucleotides extracellulaires etant libels par la majorite des cellules 
s6cretrices, excitables et non excitables du corps humain, il est logique de retrouver les 
recepteurs P2Y distribuds de maniere ubiquitaire dans l'organisme. Ceux-ci ont des r61es 
aussi varies qu'essentiels allant de la transmission nerveuse h la migration cellulaire 
(Klepeis, Weinger et al. 2004). De plus, les nucleotides extracellulaires ont une 
importance particuliere au niveau du systeme nerveux. En effet, le groupe de Nerdergaard 
a montre que les cellules progenitrices neuronales relachent de l'ATP par decharge ce qui 
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active leurs r^cepteurs (P2Yi, P2Y2, P2Y4) et leur permet d'engager leur processus de 
differentiation. (Weisman, Garrad et al. 1999; Lin, Takano et al. 2007; Ortega, Perez-Sen 
et al. 2008). Au niveau de l'intestin, la distribution des r^cepteurs P2Y est aussi tres 
importante. Nous les retrouvons au niveau des cellules 6pith61iales de facon polarise, des 
cellules immunitaires r6sidantes, des cellules endotheliales et des cellules musculaires 
lisses (Wolff, Qi et al. 2005). lis sont 6galement largement distribues au niveau des 
cellules musculaires lisses qui bordent les vaisseaux sanguins et contrdlent ainsi la 
vasodilatation et la vasoconstriction de ceux-ci (Rayment, Ralevic et al. 2007). Us sont 
aussi impliqu6s dans le contrdle des muscles enteriques de l'intestin. Par exemple, le 
recepteur P2Yi permettrait la neurotransmission synaptique entre les neurones. De plus, le 
r£cepteur P2Yi est responsable de l'excitation du potentiel postsynaptique de l'il6on du 
pore (Gallego, Hernandez et al. 2006). 
2.6 Roles des recepteurs P2Y 
Les nucleotides extracellulaires 6tant Iib6r6s par la majorite des cellules 
s6cr6trices, excitables et non excitables du corps humain, il est logique de retrouver les 
r6cepteurs P2Y distribu6s de maniere ubiquitaire dans l'organisme. Ceux-ci ont des r61es 
aussi varies qu'essentiels allant de la transmission nerveuse a la migration cellulaire 
(Klepeis, Weinger et al. 2004). De plus, les nucleotides extracellulaires ont une 
importance particuliere au niveau du systeme nerveux. En effet, le groupe de Nerdergaard 
a montr6 que les cellules prog6nitrices neuronaies relSchent de l'ATP par d6charge ce qui 
active leurs r6cepteurs (P2Yi, P2Y2, P2Y4) et leur permet d'engager leur processus de 
differentiation. (Weisman, Garrad et al. 1999; Lin, Takano et al. 2007; Ortega, Perez-Sen 
et al. 2008). 
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Figure 6 Signalisations intracellulars par le recepteur P2Y2. 
Schematisation simplified de la signalisation intracellulaire engendree par 1'activation du 
recepteur P2Y2. Cette signalisation peut varier d'un type cellulaire a l'autre, mais de 
maniere generate 1'activation du recepteur P2Y2 conduit a une activation de la 
phospholipase C menant a la transcription de genes cibles au noyau. De plus, la presence 
d'une sequence RGD lui permet d'interagir avec les integrines de type avP3/s. Cette 
interaction peut conduire, entre autres, vers un remodelage du cytosquelette d'actine et la 
migration cellulaire. 
Figure adapte" de (Erb, Liao et al. 2006) 
Signalisations intracellulaires par le recepteur P2Y2 
R-P2Y EGFR 
Migration et 
proliferation 
cellulaire 
Cytosquelette 
dSctine 
Regulation des genes de I 'inflammation, de 
I'apoptose, de croissance et de differentiation 
cellulaire. 
Noyau 
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Au niveau de Tintestin, la distribution des recepteurs P2Y est aussi tres 
importante. Nous les retrouvons au niveau des cellules epitheliales de facon polarise, des 
cellules immunitaires r6sidantes, des cellules endotheliales et des cellules musculaires 
lisses (Wolff, Qi et al. 2005). Ds sont egalement largement distribu^s au niveau des 
cellules musculaires lisses qui bordent les vaisseaux sanguins et contrSlent ainsi la 
vasodilatation et la vasoconstriction de ceux-ci (Rayment, Ralevic et al. 2007). lis sont 
aussi impliques dans le contrdle des muscles enteriques de Tintestin. Par exemple, le 
r&epteur P2Yi permettrait la neurotransmission synaptique entre les neurones. De plus, le 
r^cepteur P2Yi est responsable de Texcitation du potentiel postsynaptique de l'il6on du 
pore (Gallego, Hernandez et al. 2006). 
2.6.1 Les ricepteurs P2Yet Vinflammation 
Les recepteurs P2Y sont reconnus pour jouer un r61e dans plusieurs pathologies a 
caractere inflammatoire (Boeynaems, van Giezen et al. 2005). Les larges spectres de 
distribution au niveau intestinal permettent la regulation de plusieurs fonctions 
particulierement au niveau de la r6ponse immune et inflammatoire. En effet, la secretion 
de nucleotides extracellulaires et 1'expression des recepteurs P2Y doivent etre regulees 
tres finement afin de ne pas suractiver la r6ponse immune et tomber dans le cercle vicieux 
de 1'inflammation chronique. A titre d'exemple, les r6cepteurs P2Y sont connus pour 
reguler la s6cr6tion de CI" et de K+ au niveau de Tintestin (Matos, JE, Ghanem, Robaye, 
BE). Toutefois, s'ils sont suractives, la secretion de CI" devient trop importante et 
contribue au p&istaltisme accru ainsi qu'a T augmentation des mouvements passifs d'eau. 
Ceux-ci causent habituellement une diarrh6e s6cretoire, SymptSme des maladies 
inflammatoires chroniques de Tintestin (Kottgen, Loffler et al. 2003). 
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De plus, 1'augmentation des nucleotides dans le milieu extracellulaire conduit vers 
une relSche accrue de mecliateurs inflammatoires par les cellules immunitaires et 
epitheliales. En effet, les macrophages stimules a l'ATP demontrent une rel&che 
importante d'IL-6 (Hanley, Musset et al. 2004). n en va de mSme pour les cellules 
epith61iales qui s6cretent le CXCL8 de maniere accrue en reponse a 1'activation des 
r&epteurs P2Y6 stimules par l'UDP (Grbic, Degagne et al. 2008). Ces relaches 
conduisent alors vers un recrutement accru de cellules immunitaires et encore une fois 
vers une activation accrue des signaux pro-inflammatoires. Recemment, le groupe du Dr 
Weisman a montre" que la stimulation des cellules endotheliales de lapins par 1'UTP 
provoquait une hyperplasie de rintima de l'artere coronaire (Seye, Kong et al.). Apres une 
6tude approfondie, il tut demontr6 que cette hyperplasie 6tait due a une augmentation 
importante de l'expression de la molecule d'adMsion VCAM-1 au niveau des cellules 
endotheliales, ce qui a permis une infiltration abondante de monocytes au site 
inflammatoire aggravant ainsi 1'inflammation. Subsequemment, il a €t€ d6montr6 que 
1'augmentation du nombre de molecules d'adh&ion etait non seulement a la base de 
1'hyperplasie, mais que les nucleotides extracellulaires 6taient directement responsables 
de cette augmentation par l'activation du recepteur P2Y2 (Seye, Kong et al. 2002; Seye, 
Yu et al. 2003). 
2.7 Les molecules d'adhesion 
Les molecules d'adhesion sont des joueurs majeurs dans l'etiologie entourant les 
maladies a caractere inflammatoire. D'abord, ces molecules se subdivisent en quatre 
classes structurales diff6rentes. Les selectines, les adressines vasculaires, les integrines et 
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les membres de la superfamille des immunoglobulines. Chaque membre de ces differentes 
families participe a des interactions cellule-cellule ou cellule-matrice. 
2.7.1 Roles generaux des molecules d'adhesion 
Les molecules d'adh6sions sont exprim6es entre autres sur les parois des vaisseaux 
sanguins ainsi que sur les differentes lign6es de cellules immunitaires (voir tableau 3). 
Elles permettent dans certains cas, un premier contact intercellulaire entre une cellule 
presentatrice d'antigene une cellule T naive. Elles permettent aussi l'adhesion des cellules 
epitheliales a la matrice par la participation des integrines (Parham 2003; Janeway 2005). 
Toutefois, leurs r61es dans le cadre des maladies inflammatoires est de permettre aux 
cellules immunitaires circulantes de quitter les vaisseaux sanguins pour se rendre au site 
d'inflammation. En effet, il semble que les mol6cules d'adh6sion aient un impact 
important au niveau de plusieurs maladies inflammatoires comme rarthrite rhumatoi'de, le 
psoriasis et l'hyperplasie de l'intima des vaisseaux sanguins. Dans cette optique, plusieurs 
etudes ont i\€ menees afin de d6velopper des outils therapeutiques dirig^s contre les 
molecules d'adh&ions (Gewirtz and Sitaraman 2001; Maksymowych, Blackburn et al. 
2002) 
Tableau 3: Superfamille des Selectines, Integrines et Immunoglobulines 
Molecule d'adhesion 
Selectine 
L-S61ectine 
E-Selectine 
P-S61ectine 
Integrine 
Localisation 
Tous les leucocytes 
Endothelium 
Endothelium, Plaquettes 
Fonctions 
Roulement 
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CDlla/CD18 
CDllb/CD18 
CDllc/CD18 
a4(3l 
o4pi 
Immunoglobuline 
ICAM-1 
ICAM-2 
VCAM-1 
MadC AM-1 
Tous les leucocytes 
Neutrophiles, monocytes 
Neutrophiles, monocytes 
Lymphocytes, monocytes 
Lymphocytes, monocytes 
Endothelium, monocytes 
Endothelium 
Endothelium 
Endothelium 
Adhesion 
Adh6sion 
Adhesion 
Adhesion 
Adhesion 
Adh6sion 
Adhesion 
Adhesion 
Adhesion 
Tableau 3 adapte de (Danese, Semeraro et al. 2005) 
Au niveau des maladies inflammatoires intestinales, la pr6sence, l'impact et la 
distribution des molecules d'adhesion sont tres etudies (Vainer, Nielsen et al. 2000; Low, 
Williams et al. 2004; Vainer 2005; Gulubova, Manolova et al. 2007). L'expression de 
plusieurs molecules d'adhesion comme ICAM-1 et VCAM est augmented dans la maladie 
de Crohn et la colite ulcereuse. Cette augmentation dans la distribution des molecules 
d'adhesion dans les maladies inflammatoires de l'intestin suggere une augmentation du 
ph6nomene d'extravasation, aussi appele transmigration endotheliale. De plus, plusieurs 
etudes ont montre" la presence accrue de leucocytes dans la lumiere et dans les cryptes de 
patients atteints de maladie inflammatoire chronique de l'intestin. Ces observations 
demontrent que les leucocytes traversent non seulement l'endothelium de maniere accrue, 
mais aussi repith61ium (Parkos 1997; Edens, Levi et al. 2002). 
2.7.2 La transmigration endotheliale et epitheliale des leucocytes 
Les differents chimioattractants relSch^s par les cellules immunes et 6pith61iales 
vont permettre le recrutement des cellules immunitaires de la circulation systemique vers 
la muqueuse intestinale. De plus, les cytokines pro-inflammatoires rel§chees comme l'IL-
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1(5 et le TNF-oc par les macrophages residants actives vont augmenter l'expression de 
molecules d'adhesion a Fendotiielium vasculaire des vaisseaux sanguins de la muqueuse 
intestinale (Baumgart and Carding 2007). L'augmentation des molecules d'adhesion va 
faciliter un phenomene tres important dans le processus inflammatoire, soit 
l'extravasation. Ce phenomene aussi nomm6 transmigration endotheliale permet aux 
cellules immunitaires circulantes de traverser la paroi des vaisseaux sanguins pour se 
rendre au site d'inflammation. 
Les molecules d'adh6sion sont intimement impliqu6es a chacune des 3 principales 
6tapes de F extravasation. D'abord, les leucocytes vont s'accrocher aux molecules 
d' adhesion des membres de la famille des selectines via leurs ligands sialyl-Lewis. 
Comme cette adhesion n'est pas assez forte pour stopper les leucocytes, ceux-ci vont 
rouler sur les cellules endotheliales des vaisseaux sanguins. Ensuite, il y a une 
augmentation importante de F adhesion lors du lien entre les int6grines, CD11/CD18, 
04(31, ot4p7, exprim6s par les leucocytes et les molecules d'adhesion membre de la 
famille des immunoglobulines comme ICAM-1, V-CAM et MadCAM exprim^es par 
F endothelium. L'adhesion beaucoup plus forte permet alors aux leucocytes de migrer 
dans le tissu en passant entre les cellules endotheliales. Leurs rdcepteurs entrent ensuite en 
contact avec les mediateurs chimioattractants presents et sont guides vers le site 
d'inflammation. Toutefois, arriv6s a la muqueuse intestinale, les leucocytes ne vont pas 
s'arrSter la (Janeway 2005). En effet, toujours guides par les mediateurs inflammatoires, 
plusieurs leucocytes vont se diriger vers la lumiere intestinale en migrant entre les cellules 
epitheliales (figure 7). 
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Bien que le phenomene de transmigration epitheliale soit peu document^, il est 
clair qu'il implique la participation active des molecules d'adhesion. Toutefois, elles 
semblent differed de celles qui s'appliquent a la transmigration endotheliale. Ce qui est 
clair, c'est que les leucocytes se lient a la partie basolaterale des cellules epitheliales via 
leurs integrines CDllb/CD18 (Parkos, Delp et al. 1991). Cependant, la molecule 
d'adhesion a laquelle ceux-ci se lieraient au niveau basolateral des cellules epitheliales est 
toujours inconnue a ce jour. Parmi, les candidats potentiels, certain proteoglycans de 
surface couple" a l'heparine sulfate constitueraient de bonnes cibles puisqu'ils ont une 
grande affinity pour les integrities CDllb/CD18. Cependant, rien n'a encore 6te confirme. 
L'adhesion du leucocyte a la partie basolaterale des cellules activerait une signalisation 
intracellulaire conduisant vers l'ouverture transitoire des jonctions serrees. II est sugg6re 
que 1'ouverture est orchestree par la phosphorylation des chaines 16geres de myosine. 
D'ailleurs, l'utilisation d'agents stimulant l'anneau contractile d'actomyosine 
conduirait vers une augmentation de la perm6abilit6 de la membrane (Edens, Levi et al. 
2002). Certaines molecules d'adhesion comme CD47, les JAMs (jonctional adhesion 
molecules) et des molecules de signalisations comme SIRP-oc sont soupconn&s d'Stres 
impliqu^s dans l'ouverture des jonctions serrees (Sandborn 2004; Rebres, Kajihara et al. 
2005). Finalement, il est d6montre que les leucocytes vont rester accroch6s a la partie 
apicale de l'epithelium en s'associant a la mol6cule d'adhesion ICAM-1 (Zen and Parkos 
2003). (figure 8) 
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Figure 7. Les principales etapes de la transmigration endotheiiale. 
La transmigration endotheiiale permet le passage des cellules immunitaires circulantes 
vers le site d'inflammation. Ce phenomene se produit en 3 etapes principales: le 
roulement, l'adhesion et la diapedese. Chaque etape necessite l'implication de molecules 
d'adhesion de differentes families, soient les selectines, les integrines et les 
immunoglobulines. 
Figure adapte de (Danese, Semeraro et al. 2005). 
Les principals Stapes de la transmigration endothelial 
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Figure 8. Les principales etapes de la transmigration epitheliale des leucocytes. 
La transmigration epitheliale des leucocytes requiert la participation de molecules 
d'adhesion differentes de celles qui sont impliquees dans la transmigration endotheliale. 
Elle se deroule en 3 etapes principales: Padhesion au niveau basolaterale (1), la migration 
(2) et 1'adhesion au niveau apical des cellules epitheliales (3). Les molecules d'adhesion 
impliquees a chacune des etapes ne sont pas toutes identifiees comme par exemple la 
molecule d'adhesion retrouvee au niveau basolateral des cellules epitheliales (A). Les 
integrines CD lib/CD 18 et l'immunoglobuline ICAM-1 sont impliquees dans 1'adhesion 
basolaterale (B) et apicale (C) des cellules immunitaires. Concernant l'etape de migration, 
certaines molecules d'adhesion sont suspectees d'etre impliquees (SIRP-a, CD47, JAMs), 
mais d'autres etudes sont encore necessaires pour confirmer leurs roles exacts. 
Figure adapte de Zen and Parkos 2003 
Les principaies etapes de la transmigration epitheliale des leucocytes 
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Bien que les mecanismes cellulaires et moleculaires regissant la transmigration 
6pitheliale soient encore mal definis, ce phenomene est fortement pr6sent dans les 
maladies inflammatoires de l'intestin (Parkos, Delp et al. 1991; Colgan, Parkos et al. 
1993; Blake, Carrigan et al. 2004). Les raisons de cette migration des leucocytes dans la 
lumiere intestinale et au niveau des cryptes de l'intestin sont toujours n£buleuses. En fait, 
une portion importante des leucocytes qui traversent 1'epithelium restent accredits au 
niveau apical des cellules epitheliales (Reaves, Colgan et al. 2001). La surface apicale des 
cellules epitheliales est un endroit cle des interactions entre les pathogenes et les cellules 
de.rb.6te. La presence de leucocytes au niveau apical des cellules est d'ailleurs associee 
avec differents symptomes tels que la formation d'abces et T augmentation de bris 
cellulaires (Parkos 1997; Reaves, Colgan et al. 2001). En effet, ayant traverse 
l'epithelium, les leucocytes sont ^ mSme de s'attaquer aux pathogenes au niveau apical 
des cellules en activent la NADH oxydase et en relSchant leurs granules. Cela a pour effet 
de d6truire les pathogenes, mais cela entratne 6galement des consequences pathologiques. 
Par exemple, cette adhision au niveau apical des cellules permet au leucocyte d'Stre en 
contact avec des peptides «N-formylated» causant la relSche d'adenoSine-5' 
monophosphate (5'AMP). Dans la crypte intestinale, cette 5'AMP est convertie en 
adenosine (ADO) par les ecto-5'-nucleotidase (CD73) exprim^s par les cellules 
epitheliales. L'AMP ainsi liberie active la s6cr6tion de chlore et favorise les mouvements 
passifs d'eau dans la lumiere causant une diarrhee secretaire, un symptome associe" aux 
maladies inflammatoires intestinales (Parkos 1997). 
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3.HYPOTHESE 
Les cellules epith61iales participent activement a la reponse immunitaire en 
relSchant plusieurs m6diateurs inflammatoires: les chimiokines, les cytokines ainsi que les 
nucleotides extracellulaires comme l'ATP, l'ADP, l'UTP, l'UDP (Stadnyk 2002; Klepeis, 
Weinger et al. 2004; Abbracchio, Burnstock et al. 2006). Les nucleotides sont reconnus 
pour leurs multiples roles dans le cadre de maladies a caractere inflammatoire par 
1'activation des recepteurs nucieotidiques. Parmi ces r61es, un des plus importants est 
1'augmentation de 1'expression de molecules d'adhesions au niveau de 1'endothelium ce 
qui enttame une augmentation massive du nombre de leucocytes au site d'inflammation 
(Seye, Yu et al. 2003; Seye, Yu et al. 2004). Ces leucocytes continuent leurs ascensions 
vers la partie apicale des cellules intestinales par transmigration epitheiiale. Cette action, 
normalement defensive, a des consequences nefastes lorsque les leucocytes sont en 
surnombres en augmentant entre autres la permeabilite membranaire de l'epitheiium 
intestinal. La presence de leucocytes, au niveau des cryptes et de la partie apicale des 
cellules 6pitheliales, est une indication d'une inflammation active et caract6ristique des 
Mil. La participation des molecules d'adhesion, particulierement d'ICAM-1, dans la 
transmigration epitheiiale et 1'adhesion des leucocytes a la paroi epitheiiale est fortement 
suspectee. Or, les recepteurs purinergiques P2Y qui modulent l'expression des molecules 
d'adhesion au niveau des cellules endotheiiales sont aussi exprimes au niveau des cellules 
epitheiiales. Nous avons recemment montre qu'un stress pro-inflammatoire amene non 
seulement une augmentation de l'expression des recepteurs P2Y2 et P2Y6 au niveau de 
1'epithelium, mais egalement une relSche accrue de nucleotides (Grbic, Degagne et al., 
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2008). Nous avons 6galement montr6 qu'une stimulation des cellules epitheliales 
intestinales par l'UDP, l'agoniste du r6cepteur P2Y6, stimule l'expression et la relSche de 
CXCL8, un puissant chimioattractant des leucocytes, par les cellules epitheliales (Grbic, 
Degagn6 et al., 2008). Ces donnees provenant de mon laboratoire nous laissent done 
croire que les recepteurs P2Y sont impliques dans le recrutement des leucocytes aux sites 
d'inflammation. Cependant, aucune 6tude concernant la modulation de molecules 
d'adhesion par les r6cepteurs P2Y n'a 6te effectuee au niveau de Perithelium intestinal. 
Ce qui me conduit a poser l'HYPOTHESE suivante: L'activation des recepteurs P2Y 
par les nucleotides extracellulaire stimule le recrutement, la transmigration et 
Tattachement des leucocytes a repithelium intestinal en modulant Texpression de 
molecules d'adhesion. 
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4. OBJECTIFS DU PROJET 
L'objectif general de cette etude vise a verifier rimplication des recepteurs purinergiques 
P2Y ainsi que leurs agonistes dans le cadre des maladies inflammatoires de l'intestin. 
Particulierement dans l'optique du recrutement des cellules immunitaire a l'epithelium par 
le biais de la modulation de l'expression de molecules d'adh6sion. 
Trois objectifs de travail ont €t€ etablis afin de verifier cette hypothese. 
1. Verifier l'implication des r6cepteurs purinergiques P2Y dans la modulation des 
molecules d'adhesions et le recrutement des leucocytes a 1'aide de modeles 
cellulaires intestinaux normaux et cancereux suite a une stimulation par les 
nucleotides extracellulaires. 
2 . Caracteriser les differents effecteurs proteiques exprim6s par l'6pithelium 
intestinal impliqu6s dans 1'adhesion des cellules immunitaires en r6ponse a une 
stimulation des recepteurs P2Y par les nucleotides extracellulaires 
3 . Identifier les sous-types de recepteurs P2Y ainsi que les voies de signalisation 
cellulaire associ6es a l'expression de molecules d'adh6sion par les cellules 
intestinales. 
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5. MATERIEL ET METHODE 
5.1 Culture cellulaire 
5.1.1 Les Cellules Caco-2/15. 
La lign6e cellulaire Caco-2/15 est un clone de la lign6e parentale Caco-2 (ATCC, 
HTB-37) (Tom, Rutzky et al. 1976) qui est composes de cellules epitheliales cancereuses 
isol6es d'un adenocarcinome de colon humain (Beaulieu and Quaroni 1991). A l'atteinte 
de la confluence, les cellules Caco-2/15 ont la particularity d'entamer un processus de 
differentiation les menant a un phenotype mimant celui des enterocytes. Ces cellules sont 
cultivees dans du milieu Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM, Wisent, St-
Bruno, Quebec) contenant 10% de serum bovin foetal (FBS, Wisent, St-Bruno, Quebec), 2 
mM de glutamine (GlutaMax, Invitrogen Burlington, Ontario), 0,01 M d'HEPES (Wisent, 
St-Bruno, Quebec) et 100 ug/mL de p6nicilline/streptomycine (Wisent, St-Bruno, 
Quebec) a 37 °C dans une atmosphere de 95 % air et 5 % CO2. Le milieu a 6te change1 
tous les 2 jours et les cellules ont ete reensemenc&s dans un ratio d'un pour cinq a 70 a 
80 % de confluence. 
5.1.2 Cellules T84 
Les cellules de la lignee T84 (ATCC, CCL-284) sont des cellules 6pith61iales 
cancereuses isol^es d'un adenocarcinome de colon humain (Dharmsathaphorn et al., 
1984). Ces cellules sont cultivees dans du milieu HAM's F l : DMEM dans un ratio de 1:1 
(Wisent, St-Bruno, Quebec) en presence de 10 % de FBS, 2 mM de glutamine, 0,01 M 
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d'HEPES et 100 ug/mL de penicilline/streptomycine et de 5 mM de pyruvate de sodium 
(Wisent, St-Bruno, Quebec) a 37 °C dans une atmosphere de 95 % air et 5 % C02. Le 
milieu est change tous les 2 jours et les cellules ont ete r^ensemencees dans un ratio d'un 
pour cinq a 80 % de confluence. 
5.1.3 Cellules HT-29 
Les cellules epitheliales de la lign^e HT-29 (ATCC, HTB-38) proviennent d'un 
adenocarcinome du c61on humain (Trainer, Kline et al. 1988). Ces cellules sont cultivees 
dans du milieu DMEM contenant 10% de FBS, 2 mM de glutamine, 0,01 M d'HEPES et 
100 ug/mL de penicilline/streptomycine dans une atmosphere de 95 % air et 5 % CO2 a 
37°C. Le milieu a ete chang6 tous les 2 jours et les cellules ont 6t6 reensemenc6es dans 
un ratio d'un pour dix a l'atteinte de la confluence. 
5.1.4 Cellules IEC-6 
Les cellules de la lign^e IEC-6 (ATCC, CRL-1592) sont des cellules epitheliales 
intestinales normales d'ileon foetal de rat (Quaroni, Isselbacher et al. 1978). Ces cellules 
sont cultivees a 37 °C dans une atmosphere de 95 % d'air et 5 % C02 dans du milieu 
DMEM enrichi de 5% de FBS, 2 mM de glutamine, 0,01 M d'HEPES et 100 ug/mL de 
p6nicilline/streptomycine. Le milieu a ete change" tous les 2 jours et les cellules ont et€ 
r6ensemenc6es dans un ratio d'un pour cinq a l'atteinte de la confluence. 
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5.1.5 Cellules U-937 
Les cellules de la lignee U-937 (ATCC, CRL-1593.2) proviennent de 1'effiision 
pleurale d'un patient atteint d'un lymphome histiocytique (Sundstrom and Nilsson 1976). 
Ces cellules ont 6t6 cultivSes en suspension, dans des flasques T-75, a l'aide de milieu 
RPMI-1640 (Wisent, St-Bruno, Quebec) enrichi de 10 % de FBS, 2 mM de glutamine, 
0,01 M d'HEPES, 100 ng/mL de p6nicilline/streptomycine et 5 mM de sodium pyruvate 
dans une atmosphere de 95 % air et 5 % C02 a 37°C. Du milieu frais (10 ml) est ajoute" 
tous les 2 jours et les cellules sont rSensemencees tous les 5 jours en transferant 500 jjl de 
suspension cellulaire a 25 ml de milieu frais. Ces cellules ont la particularite d'entamer 
un processus de differentiation les conduisant a un ph6notype mimant les macrophages 
lorsque stimulus a l'aide de phorbol-12-myristate-13-ac6tate (PMA, EMD Biosciences, 
Mississaga, Ontario) (Boles, Ritzenthaler et al. 2000). 
5.1.6 Cellules PLB-985 
Les cellules de la lign6e PLB-985 (DSMZ, ACC-139) proviennent d'un sous-clone 
des cellules HL-60 isol€es d'un patient atteint de leuc6mie my&oide (Tucker, Lilly et al. 
1987). Ces cellules ont 6t6 cultiv6es en suspension dans du milieu RPMI-1640 (Wisent, 
St-Bruno, Quebec) contenant 10% de FBS, 2 mM de glutamine, 0,01 M d'HEPES, 100 
Hg/mL de penicilline/streptomycine et 5mM de sodium pyruvate dans une atmosphere de 
95% air et 5% C02 a 37°C. Du milieu frais (10 ml) est ajoute tous les 2 jours et les 
cellules sont r6ensemenc6es tous les 7 jours en transferant 1 ml de suspension cellulaire a 
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25 ml de milieu frais. Ces cellules ont la particularit6 d'entamer un processus de 
differentiation les conduisant a un phenotype mimant les neutrophiles lorsque traitees a 
l'aide de dimethyl sulfoxide (DMSO) pendant une periode 4 a 6 jours (Mankelow, 
Pessach et al. 2003). Les cellules PLB-985 nous ont 6t6 doiuaSes par le Pr Patrick 
McDonald du d6partement de pddiatrie, service d'immunologie-allergologie de 
l'Universit6 de Sherbrooke. 
Tableau 4; Type cellaires et caracteristiques particulieres 
Type cellulaire 
Caco 2/15 
T84 
HT-29 
IEC-6 
U-937 
PLB-985 
Origine 
Adenicarcinome de cSlon 
humain 
Ad6nocarcinome de c61on 
humain 
Adenocarcinome de c61on 
humain 
I16on foetal de rat 
Effusion pleurale 
Sous-clone HL-60 d'un 
patient leucemique 
Caracteristiques 
particulieres 
Differentiation a l'atteinte 
de la confluence 
Polarisation cellulaire 
Differenciaton suite au 
retrait du glucose dans le 
milieu. 
Cellules epith61iales 
normales 
Miment un phenotype de 
macrophages apres l'ajout 
d'un phorbol ester 
Miment un ph€notype de 
neutrophiles apres ajout de 
DMSO 
Beaulieu et Quaroni 1991, Dharmsathaphorn et al., 1984, Quaroni, Kirsh et al., 1980, 
Boles, Ritzenthaler et al. 2000, Mankelow, Pessach et al. 2003, (Gout, Jacquier-Sarlin et 
al.2001). 
5.2 Traitements des cellules avant I* extraction d'ARN, de proteines ou des 
tests d'adhesion. 
Les cellules Caco-2/15, IEC-6, HT-29 et T-84 ont et6 ensemencees dans des 
plaques de 6 puits, 24 puits ou des petris de 60 mm2 et de 100 mm2, selon le type 
d'experiences prevues. A l'atteinte de la confluence, ou quinze jours post confluence 
pour les cellules Caco-2/15, les milieux ont ete changes pour du milieu de culture sans 
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serum et cultivees a 37 °C dans une atmosphere de 95 % air et 5 % CO2. Apres 24 h, 
suivant les besoins, les cellules pouvaient Stre traitees a l'aide de 0,1 mM de suramine 
(Sigma-Aldrich, Oakville, Ontario), un antagoniste des recepteurs, P2Y2, P2Y6, P2Yn, 
(von Kugelgen and Wetter 2000; Abbracchio, Burnstock et al. 2006), de 0,1 mM de 
pyrodoxal- 5-phosphate-6-azoph6nyl-2'4'-disulfonic acide (PPADS) (Sigma-Aldrich, 
Oakville, Ontario), un antagoniste des r6cepteurs P2Yi, P2Y6, P2Yi3, et faible antagoniste 
de P2Y4 (von Kugelgen and Wetter 2000; Abbracchio, Burnstock et al. 2006) pendant 30 
min. Alternativement, j'ai preterite les cellules 30 minutes a l'aide de differents 
inhibiteurs de signalisation cellulaire, soient le U0126 (10 uM) (EMD Biosciences, 
Mississaga, Ontario), un inhibiteur sp6cifique de MEK 1/2, le SB203580 (20 uM), un 
inhibiteur des MAPK p38 et le SP600125 (20 uM), un inhibiteur des kinases de stress 
JNK ou le SN50 et son peptide contr61e (EMD Biosciences, Mississaga, Ontario), un 
inhibiteur du facteur de transcription NFKB. Les cellules sont par la suite stimulees a 
l'aide de 100 uM d'ATP ou d'UTP (Roche Applied Science, Laval, Quebec), d'ADP ou 
d'UDP (Sigma-Aldrich, Oakville, Ontario) ou de PBS (137 mM NaCl, 2,7 mM KC1, 10 
mM Na2HP04, 2 mM KH2PO4), en fonction du temps (1 a 8 heures) a 37°C. Suite a ces 
differents traitements, les cellules sont lavees 2 fois k l'aide de PBS froid (137 mM NaCl, 
2,7 mM KCi, 10 mM Na2HP04, 2 mM KH2PO4) et sont prStes pour les tests d'adh&ion 
ou pour 1'isolation des prolines ou des ARN totaux pour les analyses biochimiques. 
5.3 Test d'adhesion cellulaire 
Les cellules IEC-6 et Caco-2/15 sont ensemencees dans des plaques de 24 puits et 
amendes a confluence ou a post confluence 15 jours pour les Caco-2/15. Les cellules sont 
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ensuite traitees ou non avec les differents antagonistes decrit precedemment et stimulecs 
avec 100 \JM d'ATP, d'UTP, d'ADP ou d'UDP (Sigma-Aldrich, Oakville, Ontario) 
pendant 3 h a 1'exception des contrdles negatifs qui sont trait6s a l'aide PBS. 
Parallelement, les cellules U-937 sont cultivees en suspension et amenees a se differencier 
en macrophages par l'ajout de 100 ng/ml de PMA pendant 16 heures. Les macrophages 
sont ensuite denombr6s a l'aide d'un hemacimetre afin d'avoir suffisamment de cellules 
pour en deposer 1 million par puit. Le nombre de cellules a utiliser est ensuite color6 a 
l'aide de PKH67, un fluorophore qui se lie aux lipides membranaires. Les cellules lav6es 
a l'aide de milieu sans serum fetal bovin sont incubees 5 minutes en presence du 
colorant La reaction est stoppee par l'ajout d'une quantity egal de serum fetal bovin au 
volume utilise. Les cellules sont rincees 3 fois avec du milieu complet et resuspendu dans 
un volume adequat pour la distribution dans les puits (Sigma-Aldrich, Oakville, Ontario). 
Apres la stimulation et/ou traitement, les cellules IEC-6 ou Caco-2/15 sont rincees 
doucement au PBS pour enlever toute trace de nucleotides et du milieu de culture frais 
sans serum est ajoute aux cellules. Les cellules U-937, differenci^ es et color6es, sont 
ensuite ajoutees a la monocouehe de cellules epitheliales, pr6alablement traitees, et 
incub6es 1 h a 37°C tel que d6crit ci-haut. Chaque puits est ensuite delicatement rinc6 au 
PBS 3 fois et replace dans du milieu sans serum. Les macrophages ayant adhere" a la 
monocouehe de cellules IEC-6 ou Caco2-15 peuvent alors 6tres visualises en microscopie 
en fluorescence et denombr^e par la lecture de 5 champs aleatoires a l'aide d'un 
microscope a fluorescence Leica DMRXA utilisant une camera Leica MPS60. 
5.4 Extraction et quantification de I'ARN total. 
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L'extraction de 1'ARN est effectuee par Pajout de 1 mL de Trizol® (Invitrogen, 
Carlsbad, CA, £tats-Unis) par petri de 10 cm2, 60 mm2 ou plaque de 6 puits pour les 
Caco-2/15 et 1ml par p6tri de 10 cm2, 500 |il par petri de 60 mm2 et plaques de 6 puits 
pour les EEC-6.i8 Les echantillons ont 6te incubus pendant 5 a 10 min sur un agitateur a la 
temperature de la piece. L'ARN est extrait en ajoutant 200uL d'une solution phenol : 
chloroforme : alcool isoamyl (25 :24 :1, v/v) (Invitrogen Carlsbad, CA, Etats-Unis). Les 
echantillons ont 6te vigoureusement agit6s pendant 15 secondes et laisses a la temperature 
de la piece pendant 3 min. La phase aqueuse, contenant 1'ARN, est separ6e de la phase 
organique par centrifugation (10 500 rpm, 15 min a TP) Spectrafuge. La phase aqueuse a 
et6 transferee dans un nouveau tube et 0,5 mL d'alcool isopropyle est ajoute a chaque tube 
pour precipiter 1'ARN. Apres 10 min d'incubation a TP, les echantillons ont 6te 
centrifuges a 10 500 rpm pendant 10 min a TP. Le surnageant a 6t6 enlev6 et les culots 
d'ARN ont 6t6 laves avec 1 ml de l'6thanol 75%. L'6thanol est enleve des tubes et le 
culot de 1'ARN a 6t6 s6ch6 a l'air avant d'Stre dissout dans 30 a 50 (xL d'eau DEPC, done 
sansRNAses. 
9.4.1 Quantification de 1'ARN total. 
L'ARN total a €t€ quantifie par spectrophotom6trie en lisant la density optique 
(DO) & une longueur d'onde de 260 nm. La concentration a 6t6 calculee en utilisant la 
formule suivante: DO * facteur de dilution * 0,04. L'integrit6 des ARN a ete verifiee par 
61ectrophorese sur gel d'agarose de 1%. Le visionnement de 1'ARN se fessait sous 
illumination UV. La longueur d'onde de 280 nm a aussi ete prise afin d'effectuer le ratio 
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260/280 qui nous indique si l'ARN est contamine. Ce ratio est ideal si le r£sultat se situe 
entre 1,8 et 2,0. 
5.5 Analyse de I'expression de nos genes d'interfas. 
5.5.1 Protocole de generation d'ADN complementaire par la reaction de la 
polymerisation en chaine avec la transcriptase inverse (RT-PCR) 
Les reactions de RT-PCR ont 6t6 r6alis6es dans un volume final de 20 \iL a l'aide 
de la trousse Superscript II Reverse Transcriptase d' Invitrogen (Carlbad, CA, USA), tels 
que d^crit par le manufacturier. Brievement, 2 ug de notre ARN d'int6rSt est ajoute" a une 
solution contenant 1JJ.L d'oligonucleotide dTis (500 ug/mL), luL de dNTP (10 mM) et le 
volume est compl&e a 12 uL avec de l'eau sans nucleases. Les tubes ont 6t€ chauffes a 
65°C pendant 5 min pour empdcher l'appariement des amorces, apres quoi ils sont 
rapidement places sur la glace. Apres une breve centrifugation, les elements suivants sont 
ajoutes: 4 uL de First stand buffer 5X, 2yL de 0,1 M de DTT et 0,5 .^L d'inhibiteur de 
RNase de GE Health Care ( Piscatway, NJ, USA ). Les ingredients sont m61ang6s a la 
pipette et pr6-incubes 2 minutes a 42°C. La reaction de transcription inverse est demarre 
par l'addition de 0,5 uL de Superscript II Reverse Transcriptase (200 unites). Les 
6chantillons sont alors incubes pendant 50 min a 42°C. La polymerase est inactivee en 
chauffant les tubes pendant 15 min a 75°C. L'ADN complementaire (ADNc) ainsi g6nere 
est alors conserve a -20°C ou utilises imm6diatement pour nos analyses par PCR. 
5.5.2 Analyse par reaction de polymerisation en chatne (PCR). 
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Un premier criblage rapide rut effectue par PCR dans le but d'identifier si 
l'expression de certaine molecules d'adhesion, identifiees dans la litterature pouvait etre 
augment^  suite a la stimulation par les nucleotides (Vainer, Nielsen et al. 2000; Liu, 
Merlin et al. 2001; Rebres, Kajihara et al. 2005; Vainer 2005). Pour ce faire, j'ai amplifie 
par PCR les genes presented au Tableau 4. L'amplification des ADNc d'interSts a €t€ 
effectuee comme suit: l'ADNc a €t€ denature initialement a 95°C pendant 4 min; le 
premier cycle 6tait compos6 de trois etapes, une etape de denaturation a 95°C pendant 30 
secondes, une 6tape d'hybridation des amorce a une temperature de 50 a 68°C 
(approximativement 5 degr6s en dessous de Tm) qui durait 30 sec et une troisieme 6tape 
d'extension qui durait 30 secondes a 72°C ; le cycle a 6t6 repete 25 a 35 fois ( sauf 
GAPDH 18 fois). Les PCR se terminent par une 6tape finale d'extension k 72 °C pendant 
10 min. Les 6chantillons sont par la suite refroidis et maintenus a 4°C ou -20°C pour une 
conservation a plus long terme. La presence ou non de transcrit pour nos differentes cibles 
sont alors s6pares par un electrophorcse sur gel d'agarose 1,5% et visualise sous 
illumination UV. 
Tableau 5: Amorces pour PRC semi-quantitatif 
Amorces de PCR 
ICAM-1 
(h)1 
ICAM-1 
(r) 
VCAM-1 
(h) 
E-selectine 
(h) 
CD47 
Sense (5' h 3') 
AACCGGAAGGTGTATGAACTG 
GGCGTCCATTTACACCTATTA 
CCAGAATCTAGATATCTTGCTC 
CACCGATACCTGGGTATCTGC 
CCACTGTCCCCACTGACTTT 
Anti-sense (5' k 3') 
CGAGGTGTTCTCAAACAGCTC 
TTCCTTTTCTTCTCTTGCTTG 
CAGCCTGTCAAATGGGTATAC 
GTGGTGATGGGTGTTGCGGTTTCA 
TCATCCATACCACCGGATCT 
Taille 
(pb) 
390 
394 
354 
376 
298 
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(h) 
CD47 
(r) 
CD48 
(D 
LFA-3 
(h) 
MBP-3a 
(h) 
ITGAM 
(h) 
GAPDH 
(h) 
GAPDH 
GGCATTGCCTCTTTGACAAT 
TCGAAATCACCATCACTCCA 
TGCACTGCTTTGGTTTCATC 
GCAAGCAACTTTGACTGCTG 
AGAACAACATGCCCAGAAACC 
CGGAGTCAACGGATTTGGTCG 
GGTGAAGGTCGGTGTGAACGG 
CAACCACGATGAGTGTGAGC 
ACCACTAGCCAAGCTACAAT 
ATTTGGCGATTCCATTTCAT 
ATTTGCGCACACAGACAACT 
GCGGTCCCATATGACAGTCT 
AGCCTTCTCCATGGTGGTGAAGAC 
GATGCCAAAGTTGTCATGGATGAC 
289 
154 
209 
150 
254 
300 
500 
Note : Indique l'espece ciblee: Rattus norvegicus (r), Homo sapiens (h). 
5.5.3 PCR en temps reel quantitatif. 
La quantification de l'expression de la molecule d'adhesion ICAM-1 et CD47 
ainsi que les genes contrdles GAPDH et TBP (Tableau 5) dans les tissus humains et de rat 
ont 6te faits par PCR quantitatif en temps reel a partir d'ADNc provenant de la lign6e 
cellulaire Caco-2/15 ou IEC-6. Le PCR quantitatif (qPCR) permet de comparer et de 
quantifier des niveaux d'expression de genes d'interSt dans differents echantillons. 
Contrairemnet au PCR traditionnel, le PCR en temps r6el permet non seulement de 
d6tecter, mais aussi de quantifier un nombre de copie ADN en valeur absolue ou relative 
lorsque normalis6 a l'aide d'un gene de reference. Les genes GAPDH et TBP ont €t€ 
utilises comme reference pour normaliser la quantite d'ADNc dans les £chantillons, il est 
done important que son expression varie le moins possible entre les differents groupes 
experimentaux. De plus, un calibrateur de mSme nature que les 6chantillons 
experimentaux, mais qui n'a subi aucune modification est utilise. Le melange de depart 
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pour les reactions de qPCR a 6t6 realiser selon le protocole 6tabli pour la trousse 
Quantitect™ SYBER Green PCR (QIAGEN, Mississauga, ON, Canada) dans des 
capillaires LightCycler (20|nl) (Roche Diagnostics) specialement concut pour l'appareil 
LightCycler 2.0 RT-PCR (Roche Diagnostics). 
J'ai egalement proc&ie a un criblage de plusieurs molecules d'adhesion par qPCR 
en tirant profit de la trousse PAHS-013 Extracellular Matrix and adhesion molecules array 
en plaque de 96 puits de la compagnie Super Array Bioscience (Super Array Bioscience 
Corp., Frederick, USA). Le protocole de qPCR a ete" effectue" selon les instructions du 
manufacturier a l'aide de l'appareil Mx3000P (Stratagene, La Jolla, Californie, USA). Le 
m61ange de depart contenant tous les reactifs n6cessaire a 1'amplification, a 1'exception 
des amorces deja prdsentes dans les puits de la plaque 96 puits, a 6te fourni par la trousse 
de Brilliant SYBR Green QPCR Master Mix (Stratagene, La Jolla, Californie, USA). Le 
m61ange de depart contenant l'ADNc de cellules stimutees a l'aide de 100^1 d'ATP, 
100|il d'UTP ou non stimule est depose dans 3 plaques contenant les diff6rentes amorces 
de molecules d'adhesion ou de la matrice extracellulaires fourni par la compagnie 
SuperArray Bioscience. 
Tableau 6: Amorces pour le PRC quantitatif avec l'appareil LightCycler 2.0 
Amorces de PCR auantitatif 
ICAM-1 
(D 
ICAM-1 
(h) 
GAPDH 
(h) 
Sense (5' k 3') 
AGGTATCCATCCATCCCACA 
GGCTGGAGCTGTTTGAGAAC 
ACATCGCTCAGACACCATGG 
Antisense (5'a 3') 
GCCACAGTTCTCAAAGCACA 
ACTGTGGGGTTCAACCTCTG 
GTAGTTGAGGTCAATGAAGGG 
Taille 
(Pb) 
209 
202 
141 
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TBP 
(r) 
TBP 
(h) 
CD47 
(h) 
TATAATCCCAAGCGGTTTGC 
TGAGGATAAGAGAGCCACGAA 
CCACTGTCCCCACTGACTTT 
CCCACCATGTTCTGGATCTT 
GAGCACAAGGCCTTCTAACCT 
GCTCGATGATCGTTTCACCT 
206 
196 
162 
5.6 Analyse del'expression denos proteines cibles. 
5.6.1 Lyse des cellules et extraction des proteines 
Les cellules trait6s ont 6l6 lysees dans un tampon de lyse Triton (40 mM Tris pH 
7,5,150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% Triton X-100,0,2 mM d'orthovanadate sodique, 40 
mM de p-glycerophosphate, 0,1 mM de phenylm&hyl-sulfonyl fluoride (PMSF) et un 
cocktail d'inhibiteurs de proteases (Sigma-Aldrich) pendant 20 minutes. Les extraits 
obtenues ont ensuite €t€ centrifuge a 10 500 rpm pendant 10 minutes et le surnageant a €t€ 
recolt6. Les proteines ont €i€ quantifiees selon la m&hode Bradford en utilisant le BioRad 
Protein Assay reagent (BioRad Laboratories, Mississauga, ON) modifi6 pour les dosages 
en plaque de 96 puits tel que decrit par la manufacturier. 
5.6.2 Immunobuvardage de type western. 
Les echantillons sont prepares a une concentration en protdine de 25 ug pour les 
cellules IEC-6 et de 20 ^g pour les cellules Caco-2/15 dans le tampon de chargement IX 
(0,25 M de Tris-HCl pH 6,8, 2,5 % SDS, 25 % glyc6rol, 0,025 % bleu de bromophenol, 
5% de p-mercapto6thanol). Les 6chantillons sont alors soniqu6s pendant 2 sec et 
denatures pendant 5 min a 95-100°C, brievement centrifuges avant d'etre deposes sur un 
gel de polyacrylamide de 10 % (SDS-PAGE). Le gel SDS-PAGE est compose d'un gel 
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separateur contenant 10 % d'acrylamide de pH 8.8 (acrylamide /bis 37,5:1, BioRad 
Laboratories, Mississauga, ON) et de d'un gel d'entassement compost de 4% 
d'acrylamide pH 6.8. La migration a et6 effective a un courant de 20 mA par gel dans un 
tampon de migration (250 mM de Tris-base, 180 mM de glycine et 10% de SDS). Le 
poids moleculaire apparent des proteines a 6t€ determine en utilisant le marqueur de poids 
moleculaire colore PAGE-Ruler Prestained Protein (Fermentas, Burlington, Ontario). 
Une fois la separation des proteines sur gel SDS-PAGE terminee les prolines ont 6t6 
transferees sur une membrane en PVDF (Millipore, Bedford, MA, Etats-Unis), pendant 2 
heures a un courant de 200 mA dans un tampon de transfert (48 mM Tris-base, 39 mM de 
glycine et 12,5 % de methanol). 
5.6.3 Detection des antigenes par immunobuvardages western 
Les immunobuvardages de type western ont €t€ realises tel que nous l'avons decrit 
precedemment (Grbic, Degagne et al, 2008). L'immunodetection d'ICAM-1 a ete 
effectuee en utilisant une dilution 1:5000 d'anticorps polyclonaux de lapin anti-ICAM-1 
dirige contre l'humain et une dilution 1:500 d'anticorps polyclonaux de chevre anti-
ICAM-1 dirige contre la souris et le rat (Santa Cruz Biotechnologie). U immunodetection 
de CD68 a ete effectuee en utilisant une dilution de 1:200 d'anticorps mpnoclonaux de 
lapin anti-CD68. La detection des bandes specifiques a ete effectuee en utilisant une 
dilution 1:10 000 d'anticorps anti-lapin IgG ou anti-chevre IgG conjugues a la peroxydase 
de raifort (HRP) une heure a TP. La visualisation des signaux a ete realisee par 
autoradiographic en utilisant la trousse de chimiluminescence Immobilon Western de 
Millipore (Billerica, MA, USA). La normalisation des signaux a ete effectuee en 
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deshybridant les membranes pendant 30 min a 37 °C a l'aide la solution Restore western 
blot stripping buffer (Fisher Scientific, St-Laurent, QC) et tel que nous l'avons 
pr6cedemment decrit (Grbic, Degagne et al. 2008). L'intensity relative du signal a et6 
d6terminee par densitometrie en utilisant le logiciel QuantityOne de BioRad. 
5.7Modele murin dyinduction de colite chimique au sodium de dextran 
sodique. 
L'induction de la colite chez des souris males adultes CD-I (30-35 g) le sacrifice 
et la preparation des tissus, de mSme que la determination des parametres cliniques et 
histologique de la s6v6rite" de la colite ont 6t6 r6alis6es. La colite a 6te induite en 
administrant 5 % (poids/volume) de sodium de dextran sodique (DSS) d'un poids 
mol&ulaire de 36-50 kDa (MP Biomedicals , Irvine, 6tats-Unis) dans l'eau de boisson 
pendant 7 jours. Le groupe contrdle a recu de l'eau normale. La sev6rite" de la colite a 6te 
determin6e par l'observation de cinq parametres cliniques d'apres le protocole decrit par 
(Cooper et al., 1993 ; Green et al.,2004), soit la perte de poids, la longueur du c61on, la 
consistance des feces, l'observation de sang dans les feces et les saignements annaux. La 
perte de poids a ete d6finie comme la difference entre le poids au jour un et jour sept du 
traitement. Une valeur relative a 6te attribute pour la perte du poids, soit 0 pour aucune 
perte, 1 pou 1 a 5 % de perte, 2 pour 6 a 10 %, 3, pour 11 a 20 % et 4 pour plus que 21 % 
de perte de poids. La longueur du c61on a €\£ mesur^e de 1' intersection ceacum-cdlon 
jusqu'a l'anus et les valeurs suivantes ont ete attributes pour la variation de la longueur 
du c61on: 0 pou 100-96 %, 1 pour 95-86 %, 2 pour 85-76 %, 3 pour 75-65 % et 4 pour 66 
% et moins de variation de la longueur du c61on en comparaison avec la moyenne du 
groupe contrSle. La consistance des feces a 6te evaluee comme suit: 0 pour les feces bien 
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fermes, 1 pour les feces molles qui ne collent pas a l'anus de 1'animal, 2 pour les feces 
molles qui collent a l'anus de l'animal, 3 pour les feces semi liquides et 4 pour la 
diarrhee. L'observation du sang dans les feces a 6t6 r6alis6e par visuellement. 
Brievement, quelques feces ont ete placees dans le PBS neutre, elles ont 6t6 homg6nis6es 
et centrifugees. La pr6sence de coloration rouge a 6te observed par la suite et une valeur 
de 2 allou6e pour une coloration 16gere et 4 pour une coloration intense. Les saignements 
anaux ont et6 cotes 0 pour 1'absence de saignements, 2 pour la presence du sang sur l'anus 
et 4 pour les saignements abondants. L'observation histologique (score maximal de 12) 
est basee sur les parametres d£crit par (Dieleman et al., 1998). Les valeurs suivante ont 
€t€ attributes pour un score maximal de 12, soient: 0-3 pour la perte ou non de la 
structure tissulaire, 0-3 pour une infiltration du tissu par les leucocytes, 0-2 pour la 
depletion des cellules a mucus, 0-1 pour la presence d'ulceres, 0-1 pour la presence 
d'oedeme, 0-1 pour l'epaississement ou non de la sous-muqueuse, 0-1 pour la presence 
d'abces cryptaux.Les souris ont 6te sacrifices a l'aide d'une surdose (0,3 ml/10 g) de 
0,15% xylazine dans 100 mg/mL de ketamine-HCl administr6 de fagon intraperitoneale. 
Les c61ons, les intestins grSles et les rates ont 6t€ prelev^s.Tous les protocoles ont 6te" 
approuves par le Comit6 de la sante" animale de l'Universit6 de Sherbrooke en accord avec 
le Guide canadien pour les soins et l'utilisation des animaux de laboratoire. 
5.8 Localisation et colocalisation par immunofluorescence indirecte. 
Les tissus enrobes dans la paraffine ont 6t6 coupes en sections de 5 um d'epaisseur 
a l'aide d'un microtome (American Optical Company, AO Spencer 820 Microtome) et les 
sections montees sur des lames Superfrost/Plus (Fisher Scientific, St-Laurent, Qu6bec). 
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La reliydratation des coupes a 6t6 realised tel que pr6cedemment (Grbic, Degagne et al. 
2008). La solution de blocage (Beckman Coulter Protein Blocker Reagent, Mississauga, 
ON, Canada) a 6t6 appliqu6e sur les lames a l'aide de parafilme pendant 20 min et 
l'excedent de solutions de blocage a ete enleve. L'immunolocalisation de la mol6cule 
d'adhesion ICAM-1 et du marqueur de macrophage CD68 a ete effectu6e en utilisant 
comme anticorps primaire un anticorps de chevre anti-ICAM-1 ou de lapin anti-CD68 
(Santa-Cruz Biotechnologie) dilue" dans un ratio de 1:25 dans une solution de PBT (PBS 
contenant 0,1% BSA et 0,2% de Triton X-100). Les lames ont 6t6 incub6es a 4° C durant 
18h dans une chambre d'hybridation humide avec la solution d'anticorps primaire dirige" 
contre ICAM-1 seul, CD68 seul ou bien les deux pour la colocalisation. Le lendemain, les 
lames sont lavees 4 fois 5 min a l'aide PBS. Un anticorps secondaire, Alexa Fluor 568 
F(ab') anti-lapin IgG (Invitrogen) pour ICAM-1, ou anti-lapin Alexa Fluor 488 pour 
CD68 (Invitrogen) ou bien les deux pour la colocalisation, ont 6l6 diluees dans un ratio de 
1:400 a l'aide PBT et depos6es sur les lames. Les sections ont ete incubees avec la 
solution d'anticorps secondaire 2 heures a la temperature de la piece a la noirceur. Les 
lames sont lav6es 3 fois 5 min dans du PBS et rincees a l'eau distillee. Les lames ont €t€ 
s6ch6es et mont6es a l'aide de Vectashild de Vector Laboratories, Inc. (Burlingame , CA, 
USA). La fluorescence a €t€ observee a l'aide d'un microscope Leica DMRXA utilisant 
une camera Leica MPS60. 
5.9 Tests de transmigrations 
Les tests de transmigrations ont 6te effectues en cultivant les cellules Caco-2/15 de 
maniere invers6e sur des filtres de nylons ayant des pores de 8 \\M (Ultident). Pour se 
faire, 1 ml de milieu contenant 200 u! de milieu cellulaire de Caco-2/15 a ete place dans 
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des microtubes de 1,5 ml et boucbis avec les filtres de nylon. Ceux-ci ont alors 6t6 
inverses et le montage placer a 37 °C dans une atmosphere de 95% air et 5% C02. Apres 3 
a 5 jours, les filtres ont €t€ retires et places dans une plaque 24 puits pour que les cellules 
continuent leurs croissances jusqu'a l'atteinte de 15 jours de post-confluence. Elles 
demontrent alors un ph6notype caracteristique des cellules diff6renciees. Les filtres ont 
ensuite 6t6 places dans du milieu sans sdrum 24 heures avant de stimuler, du c6te" apical, 
la monocouche avec 100 JJM des diff6rents nucleotides a tester pendant 3 heures. Les 
cellules immunitaires colorees a l'aide de PKH67 (Sigma-Aldrich, Oakville, Ontario) tel 
que d6crit au point 9.3 sont ensuite placets dans la partie du superieur du montage (c6t6 
basolaterale des Caco-2/15) pendant une periode variant de 30 minutes a 3 heures 
dependant du type de cellule utilised. Les filtres sont alors retir6s et les cellules ayant 
migr6 dans les puits sont d6nombr6es par microscopie par fluorescence. 
Differentes lign6es de cellules immunitaires ont 6t6 utilisees pour effectuer les 
tests de transmigrations. D'abord, la lignee U-937, amende a se differencier en 
macrophages et colored au PKH67, a ete utilisee pour mettre au point la technique. Dans 
ce cas particulier, les macrophages ayant migre' 6taient recueillis et d6nombres dans des 
fractions diff6rentes a chaque tranche de 30 minutes. Ensuite, la lign6e PLB-985, conduite 
a se differencier en neutrophiles et colored au PKH67, a 6t6 incub6e 3 heures sur le filtre 
de nylon microperfore contenant la monocouche invers6e de Gaco-2/15. Les neutrophiles 
ayant migr6 ont 6t6 recueillis dans une seule fraction et denombres par microscopie a 
fluorescence. 
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5.9.1 Extraction de macrophages frais 
Finalement, des macrophages frais extraits de rats maintenus dans un 
environnement contr616 (20 °C et un cycle lumiere/noirceur de 12h) ayant acces ad 
libitum a la moul6e (Purina Chow) et a l'eau ont €t€ utilises pour les tests de 
transmigration. Les rats ont 6t6 sacrifies a l'aide d'une surdose de Forane® (Fisher 
Scientific, Ottawa, Canada.) avant d'Stres guillotines. La rate a ensuite €t€ extraite et 
placer dans du milieu RPMI1640 froid sans serum. La pulpe a et6 extraite par une legere 
pression et frottement exerc6s sur la rate a l'aide du bout d'un scalpel ne poss6dant pas de 
lame. De 16geres entailles pratiqudes aux extremity de la rate facilitent cette dtape. La 
pulpe est filtree sur gaze sterile et l'extrait obtenu centrifuge a 1000 rpm pendant 5 
minutes a 4°C. Le surnageant est retire" et un choc osmotique est induit aux cellules a 
l'aide de l'ajout de 7ml d'eau sterile suivit 15 secondes plus tard de l'ajout de 7 ml de 
solution saline froide (NaCl, 1,8%) afin de d&ruire les globules rouges. Les cellules sont 
ensuite centrifugees et lav6es quatre fois avec du milieu RPMI complet. Finalement, dans 
le but de s6parer les macrophages des autres cellules, immunitaires, les cellules sont place 
1 heure dans une boite de p6trie pr^alablement enduite de FBS. La bolte de p6tri est 
ensuite lavee tres doucement 2 fois au PBS et les macrophages ayant adh6re sont 
resuspendus a l'aide d'une solution de 10 mM EDTA et de 10% de serum inactive" dans 
du PBS. Les macrophages fraichement obtenus sont alors utilises de la meme fa?on que 
les PLB-985. Ce protocole a 6t6 adapts de (Benrezzak, Grondin et al. 1999). 
5.9.2 Validation des cultures de Caco-2/15 inversee sur filtres de nylon 
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Pour verifier notre modele de Caco-2/15 invers6 pour transmigration nous avons suivi 
notre protocole 6tabli et confie le filtre soutenant les Caco-2/15 a M. Denis Martel du 
service de microscopie electronique du departement d'anatomie et biologie cellulaire de 
rUniversite" de Sherbrooke. La visualisation de l'extrait a €t€ effectude a l'aide d'un 
microscope 61ectronique Hitachi H-7500 a un grossissement de 4000X. 
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6. RESULTATS 
6.1 Verification de Vexpression de molecules d'adhesion dans nos modeles 
cellulaires apres stimulation par les nucleotides extracellulaires. 
Les molecules d'adhesion sont bien connues pour le r61e qu'elles occupent dans la 
transmigration endotheliale et dans 1'inflammation. Leur regulation a et6 bien etudi6e et il 
a ete d6montr6 qu'une stimulation par les nucleotides extracellulaires pouvait augmenter 
l'expression de VCAM-1 au niveau de l'endothelium par l'activation du r6cepteur P2Y2. 
L'impact important de l'expression des molecules d'adhesion a l'epitheiium intestinal 
dans le contexte des maladies inflammatoires de l'intestin a g6ner6 plusieurs etudes 
(Vainer, Nielsen et al. 2000; Low, Williams et al. 2004; Forbes, Hulett et al. 2006; 
Gulubova, Manolova et al. 2007). Par contre, dans le contexte de la transmigration 
epitheliale des leucocytes, les mecanismes r6gulant l'expression des molecules d'adhesion 
restent peu document6s. De plus, aucune 6tude n'a €t€ r6alis6e sur la participation des 
recepteurs P2Y de repithelium intestinal dans la regulation de l'expression des molecules 
d'adhesion. Pourtant, ces recepteurs sont fortement exprim6s au niveau de l'6pith61ium 
intestinal, particulierement en conditions inflammatoires (Grbic, Degagne et al. 2008). Je 
me suis done interessee a la modulation de l'expression des molecules d'adhesion apres 
stimulation des recepteurs P2Y par les nucleotides extracellulaires. 
Puisqu'il existe une vaste quantite de molecules d'adhesion, je me suis basee sur 
celles connues pour etre modulees en conditions inflammatoires, ainsi que sur celles 
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connues pour 6tre modulees par les recepteurs P2Y au niveau de l'endothelium. J'ai done 
fait un premier criblage a partir de nos modeles cellulaires Caco-2/15, HT-29 et IEC-6 
stimulus ou non avec l'ATP ou l'UTP et j'ai verified par RT-PCR, 1'expression de 
l'ARNm de VCAM et de E-selectine (resultats non illustres). En accord avec la litterature, 
ces molecules n'6taient exprimees dans aucun de nos modeles cellulaires (Janeway 2005). 
Par contre, nous avons pu observer une tendance a hausse de l'expression en ARNm pour 
les genes de CD47 et ICAM-I suite a une stimulation de nos cellules par l'ATP et l'UTP 
(Figure 9). 
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Figure 9. La stimulation du recepteur P2Y avec les agonistes naturels comme l'ATP 
et l'UTP amene l'expression de 1'ARNm de CD47 et d'ICAM-1 dans les cellules HT-
29, IEC-6 et Caco-2/15. 
Les cellules ont ete stimulees pendant 1, 3, 6 et 8 h avec 100 pM d'ATP et d'UTP. 
L'expression de l'ARNm de CD47 et d'ICAM-1 a ete determined par RT PCR et 
l'expression a ete normalisee pour l'ARNm de GAPDH. Les panneaux de la figure sont 
representatifs de 3 experiences independantes. 
La stimulation du recepteur P2Y avec les agomstes naturels comme l'ATP 
et I'UTP amene ['expression de I'ARNm de CD47 et d'ICAM-1 dans les 
cellules HT-29, IEC-6 et Caco-2/15 
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Le gene contrSle pour la GAPDH a ete utilise pour normaliser chacune de ces 
experiences. Ces molecules d'adhesion sont toutes exprim6es a differents degres a des 
niveaux basaux dans nos modeles cellulaires ce qui rend leurs variations aprcs stimulation 
plus difficile a eValuer par cette technique. Malgre" tout, une tendance a la hausse de 
l'expression du transcrits pour ICAM-1 et CD47 apres stimulation est neanmoins visible. 
Ces manipulations ont aussi etc" effectu6es sur plusieurs autres molecules d'adhesions 
(MIRP-a, ITGAM, SIRP-a, LFA-3) dont les resultats jug6s moins pertinents n'ont pas €t€ 
illustres dans cette 6tude. 
6.2 Adhesion des macrophages a Vepithelium intestinal 
Pour r6pondre au premier objectif qui est de verifier 1'implication des recepteurs 
purinergiques P2Y dans la modulation des molecules d'adhesions et le recrutement des 
leucocytes aux cellules 6pitheliales, nous avons effectu6 des tests d'adh6sion cellulaires. II 
est bien documents que les macrophages ont la capacite d'adh&er a 1'epithelium via 
certaines molecules d'adhesion (Migliorisi, Folkes et al. 1988). R6cemment, il fut montre 
que l'activation du r^cepteur P2Y2, par l'UTP extracellulaire, stimule l'expression de 
VCAM-1, une molecule d'adhesion, au niveau de l'endothelium ce qui permet une 
adhesion et un recrutement accrus des monocytes au niveau de la paroi des vaisseaux 
sanguins (Seye, Yu et al. 2003). J'ai done v£rifi6 si l'adh6sion des macrophages aux 
cellules 6pitheliales intestinales etait augmentee suite a une stimulation des recepteurs 
P2Y. J'ai utilise" les cellules Caco-2/15, 15 jours post-confluente afin d'avoir un 
phenotype cellulaire similaire a ce qui est observe Chez les ent6rocytes et les cellules IEC-
6 confluentes, qui forme une monocouche homogene. Nous savons de par les travaux 
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anterieur dans le laboratoire, que les r6cepteurs P2Yi, P2Y2, P2Y4 et P2Y<j sont exprimes 
par ces modeles cellulaires. La figure 10 represente un essai d'adhesion typique avec les 
cellules IEC-6 sous microscopic a fluorescence ou chaque point vert repr6sente un 
monocyte differencie en macrophage de la lignee U-937. Visuellement, il est deja possible 
d'appr6cier que le nombre de macrophages adherents est plus eleve dans les champs ou 
les cellules IEC-6 ont ete stimulees avec les nucleotides extracellulaires comparativement 
aux cellules contrdles non traites (contrdle negatif). Le denombrement de multiples 
experiences tel que d6crit a la section 3 nous montrent une augmentation importante et 
significative du nombre de macrophages qui ont adhere" aux cellules IEC-6 (Figure 11 A) 
et Caco-2/15 (Figure 11B) stimulees par l'ATP et l'UTP par rapport aux cellules contrdles 
non stimul6s (Ctrl). L'augmentation de 1'adhesion est exprim^e en fonction du nombre de 
cellules retrouve dans les controles non stimules et dont le nombre de cellules est 
normalise a 1. Par contre, contrairement aux cellules BBC-6 (Fig. 11 A) ou le nombre de 
macrophages adherents aux cellules epitheliales est similaire entre les cellules stimulees 
par l'ATP ou l'UTP, seule une stimulation par l'UTP augmente de fagon significative le 
nombre de macrophages adherents aux cellules Caco-2/15 (Fig. 11B). Ces differences 
entre les resultats obtenus avec les cellules IEC-6 et ceux obtenus avec les Caco-2/15 pour 
unmSme type d'essai peuvent s'expliquer par la nature m6me des cellules utilis^es. Les 
tests d'adh6sions ont aussi 6te faits avec les lignees cellulaires T84 et HT29 (resultats non 
illustres). 
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Figure 10. La stimulation de la monocouche de cellules epitheliales IEC-6 par l'ATP, 
l'ADP, 1'UTP et l'UDP augmente l'adhesion des cellules monocytaires U-937. 
Cette figure est une representation typique d'un'essai d'adhesion avec les cellules U-937 
colorees en vert. Les cellules U-937 ont ete induites a se differencier a l'aide de PMA et 
ont ete colorees a l'aide du PKH67, un colorant membranaire. Les U-937 colorees ont ete 
incubes pendant 1 h avec les IEC-6 confluentes qui avaient prealablement ete stimulees 3 
h par les agonistes des recepteurs P2Y soit: l'ATP, l'ADP, l'UTP, l'UDP a une 
concentration de 100 uM. Les cellules ont ensuite ete lavees 3 fois au PBS avant le 
decompte des U-937 sous microscopie a fluorescence. La stimulation par les nucleotides 
des cellules IEC-6 entraine une augmentation visible du nombre de cellules U-937 
adherees a la monocouche. 
La stimulation de la monocouche de cellules epitheliales IEC-6 par I'ATP, 
I'ADP, i'UTP ®t I'UDP augments I'adbesion des cellules monocytaims U-937 
ATP 
UTP 
Contdie 
rtegatif 
ADP 
UDP 
Controle 
positif 
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Figure 11. La stimulation de la monocouche de cellules epitheliales IEC-6 et Caco-
2/15 par l'ATP et l'UTP augmente l'adhesion des cellules monocytaires U-937. 
Cette figure represente la compilation de 7 essais d'adhesion fait en duplicata avec les 
cellules IEC-6 (panneau A) et une compilation de 5 essais d'adhesion fait en duplicata 
avec les cellules Caco-2/15 post-confluente de 15 jours (panneau B). Les cellules U-937 
ont ete induites a se differencier a l'aide du PMA et ont ete colorees par un colorant 
membranaire, le PKH67. Les U-937 colorees ont ete incubes pendant 1 h avec les IEC-6 
confluentes qui avaient prealablement ete stimulees 3 h par 2 agonistes des recepteurs 
P2Y soit: l'ATP et l'UTP a une concentration de 100 uM. Les cellules ont ensuite ete 
lavees 3 fois au PBS avant le decompte sous microscopie a fluorescence. La stimulation 
par l'ATP et l'UTP a augmente significativement l'adhesion des U-937 a la monocouche 
d'IEC-6 (A). Avec les cellules Caco-2/15, seule la stimulation avec l'UTP a permis une 
augmentation significative du nombre de U-937 a la monocouche. La signification 
statistique a ete determinee par un test de t non apparie ou * p < 0.05; ** p < 0.01 et *** p 
< 0.001 comparee au controle. 
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6.3 L'adhesion des macrophages a Vepithelium est diminueepar Vajout de 
suramine 
Ayant montre que l'ATP, mais tout particulierement l'UTP, augmente l'adh6sion 
des cellules U-937 differenciees en macrophages a une monocouche de cellules 
epitheliales en culture, j'ai venfie" si 1'augmentation de l'adhesion des macrophages aux 
cellules epitheliales etait bien due a l'activation des r6cepteurs P2Y. J'ai done mis a profit 
la pharmacologic associee aux r6cepteurs P2Y en utilisant deux antagonistes non 
sp6cifiques de cette famille de recepteur, soit le PPADS et la suramine (Figure 12). Le 
traitement des cellules a l'aide de PPADS, avant la stimulation a l'ATP et l'UTP, s'est 
avere sans effets et les resultats ne sont pas 6t6 illustr^s. Par contre, un pr€-traitement des 
cellules par la suramine a fortement diminue l'adh6sion des macrophages U-937 a la 
monocouche de cellules BEC-6 (Figure 12). En effet, nous pouvons observer que le 
nombre de macrophages adh€r6s a la monocouche cellulaire est significativement plus 
6lcv6 par rapport au contrSle lorsque les cellules sont stimutees avec l'ATP et l'UTP et 
que cette stimulation est fortement renversee par le traitement a la suramine, un 
antagoniste des r€cepteurs P2Y (Figure 12). 
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Figure 12. L'adhesion des cellules U-937 differencies en macrophages aux cellules 
intestinales IEC-6 est inhibee par un antagoniste des recepteurs P2Y, la suramine. 
L'augmentation de l'adhesion des U-937 a la monocouche de cellules intestinales IEC-6 
induites par la stimulation des recepteurs P2Y, est inhibee en presence de 100 uM de 
suramine, un antagoniste des recepteurs P2Y2, P2Y6 et P2Yn. L'addition de suramine 
inhibe l'adhesion des U-937 induite par l'ATP et l'UTP aux cellules intestinales IEC-6. 
Les donnees indiquent la moyenne et l'erreur standard moyenne de 4 experiences 
independantes effectuees en duplicata. La signification statistique a ete determinee par un 
test de / non apparie ou ** p < 0.01 et *** p < 0.001 compare controle et ®<D p < 0.01; 
OOO p < 0.001 comparee aux cellules stimulees avec les nucleotides. 
L'adhesion dies cellules U-937 dhferenciees en macrophages aux cellules 
intestinales IEC-6 est inhibee par un antagoniste des recepteurs P2Y, la 
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6.4 L'expression de VARNm d'ICAM-1 est augmentee apres stimulation 
par les nucleotides extracellulaires. 
Les resultats obtenus lors des premiers essais en PCR semi-quantitatif 
d6montraient que plusieurs molecules d' adhesion &aient exprimees dans nos modeles 
cellulaires. Par contre, cette technique n'est pas tres precise en termes de quantification. 
En nous basant sur la litt6rature, les resultats des tests d'adhesion cellulaire et les r&ultats 
obtenus par PCR semi-quantitatif, nous avons choisi 2 cibles qui semblaient Stre 
augmentees suite a l'ajout de nucleotides extracellulaires soit le CD47 et ICAM-1. Nous 
avons choisi ICAM-1 puisqu'il est present dans nos lign€es intestinales epitheliales et 
d'apres la litt&ature, il serait implique" dans l'adh6sion des macrophages a la partie apicale 
des cellules epitheliales (Rosseau, Selhorst et al. 2000). CD47 de son c6te est exprim6e 
normalement du c6td basolat6ral des cellules et pourrait constituer une cible de choix pour 
le recrutement des macrophages a la membrane basolat6rale et 1'initiation de la 
transmigration epitheliale. Puisque les augmentations dans l'expression en ARNm 
d'ICAM-1 et de CD47 sont discretes, nous nous sommes tournees vers le PCR en temps 
reel pour quantifier ces augmentations (Figure 13). Nous avons stimule des cellules 
Caco-2/15 a l'aide de 100 uM d'ATP ou d'UTP en fonction du temps (Figure 13 A). 
Malgre plusieurs essais effectu^s en duplicata (n =3), aucune stimulation significative de 
l'expression de PARNm de CD47 n'a 6t€ mesuree (Figure 13A). Par contre, 
contrairement au CD47, la stimulation des cellules Caco-2/15 par l'ATP et l'UTP induit 
une augmentation significative de 1'ARNm d'ICAM-1 (Figure 13B). Des augmentations 
de l'ordre de 2 a 3 fois ont 6te mesurees apres 6 h et 3 h de stimulation par l'ATP et 
l'UTP, respectivement (Figure 13B). 
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Figure 13. Augmentation de I'expression de PARNm des molecules d'adhesion CD47 
et ICAM-1 apres stimulation par les nucleotides extracellulaires. 
Le panneau A represente la compilation de 3 experiences independantes effectuees en 
triplicata a l'aide des cellules Caco-2/15. L'ajout de 100 uM d'ATP et d'UTP aux 
cellules n'a pas conduit a une augmentation significative du messager de CD47 (panneau 
A) bien qu'une tendance a la hausse est visible. Le panneau B represente la moyenne et 
l'erreur standard moyenne de la compilation de 4 experiences independantes effectuees en 
triplicata a l'aide de cellules Caco-2/15. L'ajout de 100 uM d'ATP et d'UTP aux cellules 
conduit vers une augmentation significative de I'expression du transcrit d'ICAM-1. La 
signification statistique a ete determinee selon un test ANOVA ou * p < 0.05; ** p < 0.01 
et *** p < 0.001 compare au controle. 
Augmentation de I'expression de I'ARNm des molecules d'adhesion CD47 
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6.5 Uexpression proteique d'ICAM-1 dans les cellules epitheliales 
intestinales 
6.5.1 L'expression d'ICAM-1 varie selon la differentiation des Caco-2/15 
Avant d'entamer le volet prottique du projet, je me suis d'abord attardee h. 
l'expression de la proline d'ICAM-1 dans la lignee Caco-2/15 a differents stages de 
confluence : sous confluence, confluente, 7 et 15 jours de post confluences (resultats non 
illustres). II est bien documents que les cellules Caco-2/15 entament un processus de 
differentiation a l'atteinte de la confluence pour dormer naissance a des cellules polarisees 
qui miment le pbinotype d'ent6rocytes matures (Beaulieu and Quaroni 1991; Pageot, 
Perreault et al. 2000; Gendron, Mongrain et al. 2006). De plus, il est connu que la reponse 
immune, voire inflammatoire, des cellules epitheliales intestinales varie selon leur 
localisation le long des cryptes coloniques et de l'axe crypte-villosite de l'intestin grSle. 
En consequence, je me suis done attardee a l'expression d'ICAM-1 dans les cellules 
Caco-2/15. L'expression presente a sous-confluence augmente subitement a confluence 
pour ensuite diminu6 a 7 jours post confluence et se stabiliser a 15 jours post-confluence. 
Ces essais ont €t€ effectues 4 fois avec l'obtention des m8mes resultats. Nous avons choisi 
d'amener les cellules a post-confluence 15 jours pour tous nos essais. De cette maniere, 
nous nous assurons d'une monocouche continue, et de plus les Caeo-2/15 15 jours post 
confluente, offre un phenotype d'enterocytes differenci6s et polaris6s qui se caracterise 
par la presence de jonctions serrees bien definies. 
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6.5.2 L'expression d'ICAM-1 est augment6e dans les cellules intestinales suite a 
une stimulation par les nucleotides extracellulaires 
Pour r6aliser le deuxieme objectif qui consistait a caracteriser les differents 
effecteurs proteiques je me suis attard£e a l'expression protelque d'ICAM-1 apres une 
stimulation des cellules DEC-6 par les nucleotides extracellulaires ainsi que dans les 
cellules Caco-2/15 15 jours post-confluentes. Dans les cellules IEC-6 (Figure 14A), nous 
constatons que comparativement au contr61e, l'expression d'ICAM-1 est augmented apres 
l'ajout d'ATP et ce particulierement apres 1 heure de stimulation. Une stimulation d'une 
heure par l'ajout d'UTP conduit aussi vers une augmentation de l'expression d'ICAM-1. 
Toutefois, contrairement a la stimulation par l'ATP, Paugmentation de l'expression est 
maintenue apres 3 heures et 6 heures de stimulation. Une quantification de l'expression 
par densitom6trie (Figure 14B) nous a permis de determiner que 1'augmentation &ait 3,5 
fois plus 6lev6e que le contrdle non stimul6 normalise a 1 apres une heure de stimulation. 
Concernant les immunobuvardages de type western effectue avec la lign6e Caco-2/15 
(Figure 14C), 1'augmentation de l'expression d'ICAM-1 est generalement un peu plus 
faible qu'avec les cellules IEC-6. La quantification par densitometrie a tout de mSme 
reVele une augmentation d'environ 2 fois en comparaison avec le contrdle non stimule 
dont la valeur est normalisee a 1 (Figure 14D). 
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Figure 14. L'activation des recepteurs P2Y entraine 1'augmentation de 1'expression 
d'ICAM-1 dans les cellules Caco-2/15 et IEC-6. 
Les cellules ont ete stimulees pendant 1, 3, 6 et 8h avec 100 uM d'ATP ou d'UTP. 
L'expression proteique d'ICAM-1 a ete determinee par immunobuvardage de type 
western et quantifiee par densitometrie a l'aide du logiciel BioRad QuantityOne. 
L'expression a ete normalised par la determination de l'expression de la p-actine. Les 
resultats montrent une augmentation de l'expression proteique d'ICAM-1 d'environ 2 fois 
comparativement au controle non stimule dans les cellules Caco-2/15 (A) et de 3,5 fois 
plus elev£e dans les cellules IEC-6 (B). Ces resultats exposent un exemple representatif de 
3 differents essais. 
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Bien que plus faible que dans les EEC-6,1'augmentation de l'expression d'ICAM-1 
dans les Gaco-2/15 se maintien dans le temps. Elle est maximale apres 8 heures de 
stimulation avec l'ATP et apres 3 heures de stimulation avec l'UTP. De plus, de facon 
generate, l'expression d'ICAM-1 est plus forte lorsque les cellules sont stimul6es avec 
l'UTP plutdt qu'avec l'ATP et cela autant dans les Caco-2/15 que les EEC-6. 
6.6 L'expression d'ICAM-1 est inhibeepar le traitement des cellules avec 
de la suramine. 
Pour confirmer que 1'augmentation de l'expression d'ICAM-1, par les cellules 
epitheliales intestinales, 6tait bien regulee par 1'activation des recepteurs P2Y. J'ai 
pretrait6 les cellules IEC-6 et Caco-2/15 avec deux antagonistes g6n6raux des recepteurs 
P2Y avant de stimuler ces cellules avec l'ATP et l'UTP. Par la suite, j'ai precede a 
l'extraction des prolines pour faire des immunobuvardages de type western. La figure 15 
presente les r6sultats obtenus dans les deux types cellulaires pr£-trait£s a la suramine ou 
au PPADS. Premierement, de maniere generate, l'antagoniste PPADS n'a pas eu d'effet 
sur l'expression d'ICAM-1 a l'exception des Caco-2/15 pu suite a une stimulation par 
l'ATP, l'expression d'ICAM-1 est legerement diminuee (Figure 15A). Cependant, 
l'utilisation de la suramine diminue distinctement l'expression d'ICAM-1 et ce dans les 
deux lignees cellulaires. Cet effet inhibiteur est particulierement visible suite a la 
stimulation des cellules par l'UTP (Figure 15A). 
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6.7 U expression d'ICAM-1 est diminuee par Vutilisation de SN50 
Sachant maintenant que l'expression d'ICAM-1 est regulee par 1'activation des 
r6cepteurs P2Y, je me suis int&essee aux mecanismes de signalisation gouvemant 
raugmentation de l'expression d'ICAM-1. Dans un premier temps, je savais que la MAP 
kinase ERK 1/2 6tait activ6e suite a une stimulation par les nucleotides extracellulaires. 
Cette information mise en lumiere entre autres par les travaux du Dr. F.P Gendron 
(Gendron, Neary et al. 2003) a 6t6 confirme" par le travail accompli par mon collegue de 
laboratoire Djordje Grbic (Grbic, Degagne et al. 2008). J'ai done suivi cette piste et 
verifier l'implication de differentes kinases dans l'expression d'ICAM-1, soit MEK 1/2, la 
MAPK p38 et les kinases de stress JNK. Pour ce faire, j'ai pr6traite les cellules Caco-2/15 
et IEC-6 avec 3 inhibiteurs sp6cifiques de ces kinases, le U0126 (MEK1/2), le SB203580 
(p38) et le SP600125 (JNK). Par contre, aucune de ces drogues n'a demontre d'effets sur 
l'expression d'ICAM-1 (resultats non illustres). Je me suis alors tournee vers le SN50, un 
peptide inhibiteur du facteur de transcription NFKB. Ce facteur de transcription est connu 
pour etre fortement impliqu€ dans 1'inflammation (Neumann and Naumann 2007). Nous 
pouvons voir, par immunobuvardages de type western, qu'un traitement de 30 minutes a 
l'aide de concentration croissante de SN-50 diminue l'expression d'ICAM-1 de fa9on 
concentration d^pendante (Figure 15B). Cette diminution de l'expression est maximale 
apres le pr6-traitement des cellules avec le SN50 a une concentration de 20 u,g/ml. 
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Figure 15. L'expression proteique d'ICAM-1 peut etre inhibee par l'ajout de 
suramine dans les cellules IEC-6 et Caco-2/15 et par l'inhibition de Factivation de 
NFKB dans les Caco-2/15. 
Les cellules Caco-2/15, post-confluentes 15 jours, et IEC-6, confluentes, ont ete stimules 
pendant 6 h ou 3 h a 37 °C avec 100 uM d'ATP et d'UTP, respectivement, et pretraites ou 
non avec la suramine ou PPADS pendant 30 minutes (panneau A). Les cellules Caco-
2/15 ont aussi subi un pretraitement a differentes concentrations de SN50 un inhibiteur de 
NF-KB (panneau B). L'expression proteique d'ICAM-1 a ete determinee par 
immunobuvardage de type western. L'utilisation de PPADS n'a pas eu d'effet marque sur 
l'expression d'ICAM-1 contrairement a la suramine qui a conduit vers une diminution 
importante de l'expression d'ICAM-1 dans les Caco-2/15 et les IEC-6. Le traitement des 
cellules au SN50 a conduit vers une diminution de l'expression d'ICAM-1 a une 
concentration de 20|a.g/ml. Ces resultats exposent un exemple representatif de 3 differents 
essais. 
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6.8 Localisation d'ICAM-1 et CD68par immunofluorescence indirecte 
L'expression de la molecule d'adhesion ICAM-1 est connue dans la litterature 
pour 6tre modulee a la hausse dans les maladies inflammatoires de 1'intestin (Olanders, 
Sun et al. 2002; Danese, Semeraro et al. 2005). Cependant, l'exacte localisation de 
l'expression d'ICAM-1 dans le c61on de souris soumise a traitement au DSS de 5 jours 
pour induire une colique n'est pas connue. De plus, nous voulions verifier si les endroits 
ou l'expression d'ICAM-1 est augmented correlent avec une pr6sence accrue de 
macrophages. Par immunofluorescence indirecte, utilisant un anticorps dirige- contre 
ICAM-1, nous avons montre une expression basale d'ICAM-1 dans le bas des cryptes des 
souris contr61es, c'est-a-dire non traitds au DSS (Figure 16B). Par contre, l'expression 
apparente d'ICAM-1 est beaucoup plus forte dans les souris traitdes au DSS (Figure 16C). 
De plus, l'expression est plus marquee au niveau de la partie superieure des colonocytes 
formant les cryptes et semble Stre perdue au niveau du bas de la crypte. 
J'ai par la suite v6rifi6 si le nombre de macrophages augmentait aux zones de forte 
expression d'ICAM-1. Pour y parvenir, j 'ai co-immunolocalise' par immunofluorescence 
indirecte, l'expression d'ICAM-1 (vert) avec celle des macrophages en utilisant le CD68 
comme indicateur (rouge) (Figure 16 D,G). Le CD68 est un marqueur reconnu pour etre 
exprime' par les macrophages (Binnebosel, Rosch et al. 2008). Finalement, en 
superposant les deux immunolocalisations, nous pouvons observer la colocalisation 
d'ICAM-1 et de CD68 representee par la presence de points jaunes (Figure 16 F,I). 
75 
Figure 16. L'inflammation augmente 1'expression d'ICAM-1 au niveau de 
l'epithelium colonique et cette augmentation correle avec un nombre accru de 
macrophages. 
La section I represente 1'immunofluorescence indirecte A) des echantillons controles 
negatifs sur lesquels l'anticorps secondaire seulement a ete applique, B) souris, non 
traitees, C) souris traitees avec le DSS 5% pendant 7 jours. Agrandissement de 20X et une 
echelle de 20 um. Les fleches blanches representent 1'expression d'ICAM-1 sur les 
cryptes coliques. La section II represente la colocalisation de CD68 (un marqueur de 
macrophages) couple a la rhodamine (rouge) et ICAM-1 couples au FITC (vert). Les 
panneaux D et G representent la localisation de CD68 dans une crypte colique. Les 
panneaux E et H representent la localisation de ICAM-1 dans la meme crypte colique. Les 
panneaux F et I montrent la superposition des deux colorants montrant la colocalisation en 
jaune. La superposition des images montre une augmentation du nombre de macrophages 
aux endroits de forte expression d'ICAM-1. La fleche blanche du panneau I indique un 
macrophage migrant au travers de la crypte colonique. Pour les panneaux D, E, F 
agrandissement de 20X et une echelle de 20 um et pour les panneaux G, H, I 
agrandissement de 40X et une echelle de 10 um. 
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Dans cette crypte, il est possible d'observer une presence importante de 
macrophages aux points de marquages intenses d'ICAM-1. Les figures 16 G et H sont 
bas6es sur le mSme principe, la superposition des deux images comportant un marquage 
d'ICAM-1 en vert et un marquage de CD68 en rouge. Ce qui est interessant dans cette 
figure, c'est la presence d'un macrophage en pleine migration au centre des cellules 
6pitheliales, indique" par la fleche (Figure 161). 
6.9 Test de transmigration epitheliale 
Bien qu'encore peu document^ , il a 6t6 montr6 dans la literature que la 
transmigration Epitheliale peut avoir plusieurs impacts pathologiques importants (Colgan, 
Parkos et al. 1993; Reaves, Colgan et al. 2001). D'ailleurs, les resultats des tests 
d'adhesion obtenus a la section 10.2 ont bien montre" que 1'adhesion des macrophages 
6tait plus elevee apres une stimulation par les nucleotides extracellulaires et ce du c6te 
apicale des cellules epitheliales. Dans cet optique, je me suis interessee a savoir si les 
cellules immunitaires avaient une plus grande facility a transmigrer au travers d'une 
mbnocouche Epitheliale apres une stimulation par les nucleotides extracellulaires. Par 
contre, plusieurs obstacles se posaient a nous pour realiser ce projet. n fallait d'abord 
mettre au point un modele de transmigration dans le sens naturel de la migration, soit du 
c6t6 basolateral vers le c6te apical. De plus, il nous fallait utiliser un modele cellulaire 
adEquat, c'est-a-dire qui formait une monocouche impermeable, done comportant un 
systeme de jonctions serrees. Nous avons done choisi les cellules Caco-2/15 post 
confluentes 15 jours qui forme une monocouche compos6e de jonctions serrees 
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fonctionnelles pr&entant une resistance transepitheliale elevee (TER), done parfaitement 
adapted aux essais de transmigration (Klingberg, Pedersen et al. 2005). 
Les premieres donnees ont et6 obtenues a partir de la lign6e cellulaire U-937 
differenciee en macrophages comme d6crits h la section 9.9 de la section materiel et 
methode. Ces premiers tests ont d'abord €t€ faits pour mettre au point la technique et le 
protocole. Ces resultats etaient prometteurs, mais la variabilit6 d'un essai a l'autre nous a 
forces & legerement modifier la technique (resultats non illustr£s). Apres avoir mis au 
point quelques parametres comme le temps d'incubation, nous avons refait les tests avec 
une autre lign6e cellulaire, les PLB-985 que nous avons differencies en neutrophiles. Les 
essais de transmigration, nous permettent d'observer que suite a la stimulation de la 
monocouche par 100 uM d'ATP ou d'UTP, il y a une augmentation significative du 
nombre de neutrophiles ayant traverse la monocouche de cellule epitheliale apres 3 heures 
de stimulation de la monocouche de Caco-2/15 (Figure 17 A). Cette augmentation est 
plus importante apres une stimulation avec l'UTP qu'avec l'ATP par rapport au contr61e 
non stimule dont la valeur fut normalisee a 1. Pour sa part, le fMLP, utilis6 comme 
contr61e positif, est un peptide synthetique connu pour avoir un effet chimioattractant sur 
les cellules immunitaires (Carrigan, Pink et al. 2007). Son effet sur la transmigration 6tait 
si important que le nombre de neutrophiles ayant migre a €t€ evalu6 a plus de 1000 
cellules. 
Le r6sultat pr6sente a la figure 17A, bien que tres int6ressant, presentait une lign6e 
cellulaire exprimant un phenotype de neutrophile. Nous 6tions cependant interessees a la 
transmigration epimeliale des macrophages. Comme les essais faits avec la lignee U-937 
qui exprimait un phenotype de macrophage avaient 6te peu concluants, nous avons opte 
pour une approche differente. Nous avons decide d'utiliser des macrophages frais extraits 
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de la pulpe de rates de rats pour les tests de transmigration en utilisant les memes 
conditions que celles utilisees avec les PLB-985. D'abord, l'extrait cellulaire sous forme 
de splenocytes duquel nous avons isole une fraction fortements enrichie en macrophages 
90% a ete caracterise par immunobuvardages de type western et par immunofluorescence 
a l'aide du marqueur specifique CD68 dans le but de valider notre technique d'extraction 
(r^sultats non illustres). De fa9on similaire aux resultats obtenus avec les cellules PLB-
985, nous avons observ6 une nette augmentation de la migration des macrophages en 
reponse a l'ATP et a l'UTP (Figure 17B) Encore une fois, la transmigration est plus 
importante apres une stimulation avec l'UTP qu'avec l'ATP. Un phenomene interessant 
concerne le controle non stimuli dont la valeur est nulle. En effet, il semble que la 
transmigration des macrophages presente un effet de tout 0u rien. 
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Figure 17. La transmigration des cellules PLB-985 et des macrophages frais est 
augmented apres stimulation de la monocouche de Caco-2/15 par les nucleotides 
extracellulaires. 
Les cellules Caco-2/15 ont ete cultivees de maniere inversee sur des filtres poreux de 8 
|xm et amene a 15 jours de post confluence. Les cellules ont ensuite ete stimulees avec les 
agonistes naturels des recepteurs P2Y, l'ATP et l'UTP, pendant 3 h et incube 1 h avec les 
PLB-985 ou les macrophages frais extraits de rate de rats. Les donnees indiquent la 
moyenne et l'erreur standard moyenne de 3 experiences independantes effectuees en 
duplicata de la transmigration des cellules PLB-985 (panneau A). La transmigration des 
PLB-985 est augmentee de maniere significative apres traitement des cellules Caco-2/15 
avec les nucleotides. La signification statistique a ete determined par un test de t non 
apparie ou * p < 0.05 et *** p < 0.001. Le panneau B montre une tendance a la hausse de 
1'augmentation de la moyenne de 2 experiences independantes effectuees en duplicata de 
la transmigration des macrophages frais. 
La transmigration des cellules PLB-985 et des macrophages frais est 
augmentee apres stimulation de la monocouche de Caco-2/15 par les 
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6.10 Quantification de ['expression de molecules d'adhesion et de proteines 
de la matrice suite a une stimulation par VATP et I'UTP 
Les differents resultats obtenus dans le cadre de ma maftrise m'ont finalement 
amends a me questionner sur la participation d'autres molecules d'adhesion dans la 
transmigration, l'adhesion des macrophages et de l'impact sur Tiriflarnmation intestinales. 
A la lumiere de mes r&ultats, l'expression d'ICAM-1 semble etre impliqu6e dans 
l'adhesion des macrophages aux EEC, toutefois la transmigration epithelial des 
macrophages implique certainement l'expression d'autres molecules d'adh&ion par les 
EEC. C'est pourquoi je me suis tourn6e vers un outil technologique mis sur le marche" 
rdcemment et deVeloppe" par SuperArray Bioscience Corporation. Cet outil consiste en 
une plaque de 96 puits comprenant les amorces pour 80 genes de molecules d'adh6sion et 
prot6ine de la matrice extracellulaires ainsi que les contrdles necessaire a l'utilisation d'un 
appareil de PCR en temps.reel. Cette technologie m'a permis de cribler rapidement un 
grand nombre de mol6cules d'adh&ion exprim6es dans les cellules Caco-2/15 non 
stimul6es, stimulus a l'aide 100 |iM d'ATP pendant 6 heures ou stimuler par 100 uM 
d'UTP pendant 3 heures a 37°C (fig 18A). L'analyse des r6sultats du criblage par PCR en 
temps reel, nous a permis de mesurer que l'expression en ARNm d'ICAM-1 est similaire a 
ceux obtenus par mes analyses precedentes, confirmant sa modulation apres une 
stimulation par les nucleotides extracellulaires (figure 18B). Comme prec6demment 
(Figure 13B), 1'augmentation de l'ARNm d'ICAM-1 est legerement plus forte apres la 
stimulation par l'UTP que par 1'ATP (Fig 18B). 
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Outre ICAM-1, il est interessant de remarquer que 1'expression de plusieurs 
molecules varie suivant une stimulation par nucleotides extracellulaires (figure 18A). 
Parmi ces molecules, j 'ai represente sous forme graphique la variation de 1'expression de 
quelqu'une d'entre elles qui representaient un inter§t particulier qui sera discut£ a la 
section 7 (figure 18C). L'expression en ARNm de la plaque contrSle a 6te normalise a 1 
grSce au gene de reference fournit en triplicata sur chacune des plaques de la trousse. 
Nous pouvons observer que l'expression de 1'ARNm de plusieurs int^grines est modul6e a 
la hausse, particulierement la sous-unite" alpha de ces int6grines (Figure 18). L'expression 
de l'ARNm des integrities alpha 4 et 6 est augmented d'environ 4 fois et de 15 fois pour 
la sous-unite alpha 5 par rapport au contrQle normalise a 1. De plus, l'expression en 
ARNm de la mitalloprotiinase 1, du facteur CTGF (connective tissu growth factor), de 
l'enzyme HAS-1 (halurolan synthase 1) ainsi que de la glycoprot6ine THBS-1 
(trombospondine-1) est augment6e d'un facteur de 4 a 6 fois. 
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Figure 18. L'expression de I'ARNm AUCAM-l ainsi que de plusieurs autres 
molecules d'adhesion et de la matrice extracellulaire est augmentee apres 
stimulation par l'ATP et l'UTP. 
Un PCR quantitatif a ete fait selon les instructions de SuperArray Bioscience Corporation. 
Le panneau A montre la variation de l'expression de la totalite des ARNm presents sur la 
plaque par rapport au controle apres stimulation par l'ATP et l'UTP. La figure montre 
une augmentation du transcrit de la molecule d'adhesion ICAM-1 dans les cellules Caco-
2/15 traitees avec les agonistes naturelles des recepteurs P2Y, l'ATP et l'UTP (Panneau 
B). Le panneau C montre une representation graphique de plusieurs molecules d'adhesion 
et de la matrice extracellulaire exprimee a la hausse par rapport au controle normalise a 1 
apres stimulation par l'ATP ou l'UTP. 
L expression de lAHNm d'tCAM-1 ainsi que de plusieurs autres molecules 
d'adheshn et de la matrice extracellulaire est augment6e apres stimulation 
par I'ATP et I'UTP 
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7. DISCUSSION 
Les travaux realises dans le cadre de ma mattrise ont permis de montrer la 
participation des r6cepteurs P2Y dans 1'adhesion des leucocytes aux cellules epitheliales 
intestinales et leurs transmigration au travers 1'Epithelium intestinal, deux phenomenes 
presents dans les maladies inflammatoires intestinales. 
Les cellules intestinales prennent part a la reponse immunitaire en secr&ant 
plusieurs mecliateurs pro-inflammatoires comme des cytokines (IL-lp, IL-6), des 
chimiokines (MIP-3a, CXCL8) ainsi que les nucleotides extracellulaires (Stadnyk 2002; 
Yu, Sitaraman et al. 2004; Grbic, Degagne et al. 2008). De plus, les cellules epitheliales 
intestinales expriment plusieurs molecules d'adhesion (ICAM-1, CD47, LFA-3 et des 
integrines comme (ocVp3, a5|3l, oc2pl) impliquees dans des processus inflammatoires 
comme l'adhesion et la transmigration cellulaire (Parkos 1997; Brown and Frazier 2001; 
Seye, Yu et al. 2004). J'ai valide les transcrits de ces molecules d' adhesion dans nos 
modeles cellulaires, Caco-2/15, DBC-6 et HT-29 avec et sans stimulation par les 
nucleotides extracellulaires (figure 9). Par contre, la modulation des niveaux de transcrits 
suite a une stimulation par les nucleotides extracellulaires est difficile a confirmer a cette 
6tape du projet et cela pour deux raisons. D'abord, la technique de PCR semi-quantitatif 
limite la quantification de l'expression des molecules d'adhesion bien qu'une tendance a 
la hausse soit observable. Deuxiemement, les molecules d'adhesion sont exprimees de 
maniere constitutive a diff6rents niveaux selon la nature du type cellulaire et du tissu. Ces 
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niveaux basaux sont augmented en conditions inflammatoires, mais la presence de 
transcrit des differentes molecules d'adhesion dans les contr61es non stimules rend la 
modulation de celles-ci plus difficile a observer. Ces pourquoi 1'utilisation d'une 
technique plus sensible telle que 1'utilisation du PCR en temps reel est plus appropriee et 
sera discute ult^rieurement. 
Comme nous pouvons le voir aux figures 10 et 11 une stimulation des cellules 
epitheliales par l'ATP et l'UTP entraine en une augmentation de 1'adhesion des 
macrophages a l'6pithelium. Au contraire, 1'addition d'ADP et d'UDP dans le milieu de 
culture cellulaire ne stimulait pas de facon significative 1'adhesion des macrophages aux 
cellules epitheliales (non montr6). MSme si les r6cepteurs P2Yi, 2,4,6 et possiblement le 
r6cepteur P2Yn sont exprim6s par les cellules IEC-6, Caco-2/15 et HT-29, le fait que 
l'UDP et l'ADP aient peu ou pas d'effet nous donne deja une indication que les recepteurs 
P2Yi et P2Y6 stimulus respectivement par l'ADP et l'UDP ne sont pas responsables de 
1'augmentation de l'adh6sion. Nous avons done poursuivi notre etude en utilisant 
seulement l'ATP et l'UTP qui provoquaient une augmentation significative de 1'adhesion 
des macrophages (figure 11). Par contre, cette augmentation est diff&ente selon que nous 
utilisons les cellules IEC-6 ou Caco-2/15. Cette difference est certainement expliqude par 
la nature de ces deux types cellulaires. En effet, les cellules IEC-6 proviennent de cellules 
normales d'il6on de rat, alors que les cellules Caco-2/15 sont issues d'un adenocarcinome 
de cdlon humain. II est eVidemment que la difference d'espece (rat vs humain) ainsi que 
le caractere canc6reux des cellules Caco-2/15 influent sur la r6ponse apres stimulation. 
De plus, les Caco-2/15 acquierent, a postconfluence, un phenotype mimant un phenotype 
ent&ocytaire, e'est-a-dire la presence de jonctions serrees, une polarisation des cellules et 
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la secretion d'enzymes typiques des enterocytes comme la sucrase-isomaltase (Beaulieu 
and Quaroni 1991). De plus, nous avons r6cemment montre que les cellules Caco-2/15 
montrent une plus forte activite ecto-NTPDases que les IEC-6 (Grbic, Degagne et al., 
2008). Ces ecto-nucieotidases hydrolysent les nucleotides extracellulaires triphosphates 
en nucleotides monophosphates (Strohmeier, Lencer et al. 1997; Braun, Sevigny et al. 
2004; Abbracchio, Burnstock et al. 2006). n est done possible qu'en presence de Caco-
2/15, Taction des nucleotides extracellulaires soit diminu6e par leur hydrolyse plus rapide. 
De plus, il est documente que l'ATP est plus sensible a une hydrolyse par les 
ectonucleotisases que l'UTP (Kukulski, Levesque et al. 2005; Grbic, Degagne et al. 
2008). Cette difference dans l'activite ectonucl6otidases et la plus grande susceptibility 
de l'ATP a l'hydrolyse peut expliquer le nombre moindre de macrophages adherents aux 
cellules Caco-2/15 suite a la stimulation par l'ATP comparativement a l'UTP. De plus, il 
est interessant de noter qu'en condition inflarnmatoire, l'expression de CD39 est 
augmentee (Yu, Lavoie et al. 2008). La difference dans l'expression des recepteurs P2Y 
entre les deux types cellulaires peut aussi etre a l'origine des variations de l'adhesion des 
macrophages (Grbic et al., 2008). Finalement, a ce moment de l'etude, rien ne nous dit 
que les nucleotides utilises, soit l'ATP et l'UTP, n'activent pas des recepteurs diffSrents 
dans les deux types cellulaires. En effet, l'ATP est connue pour activer les recepteurs 
P2Y2, P2Yn et P2Yi3 (non exprime' par nos cellules) et l'UTP les recepteurs P2Y2 et 
P2Y4. Nous avons done voulu connaftre le ou les recepteurs P2Y impliques dans la 
stimulation de 1'adhesion des macrophages aux cellules epitheiiales. Nous avons mis a 
profit les differences de sensibilite de ces recepteurs pour deux antagonistes generaux des 
recepteurs P2Y soit le PPADS et la suramine. Les resultats obtenus avec PPADS n'ont 
pas ete concluants contrairement aux pretraitements des cellules a la suramine qui a 
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entraine une baisse significative de l'adhesion des macrophages (figurel2). n est aussi 
interessant de mentionner que 1'utilisation de PPADS et de la Suramine ihnibe en partie 
1'activitee des ectonucieotidases (Iqbal, Vollmayer et al. 2005). La diminution de 
l'adhesion des macrophages a la membrane est done probablement dfl a l'antagonisation 
des r&epteurs P2Y et non au blocage des ectonucieotidases par la Suramine Par contre, la 
non-specificite des effets antagonistes de la suramine envers les differents sous-types de 
r6cepteurs P2Y n'a pas permis de confirmer si les deux nucleotides utilises activaient un 
ou plusieurs r6cepteurs differents. L'inhibition de l'adhesion provoquee par la suramine 
nous a permis de valider la participation des r6cepteurs P2Y dans l'adhesion des 
macrophages aux cellules 6pith61iales, repondant ainsi a notre premier objectif. Bien que 
des analyses plus approfondies soient n&essaires pour identifier le recepteur responsable 
de l'adhesion des macrophages, les resultats obtenus pointent vers le recepteur P2Y2. En 
effet, sachant que nos cellules expriment les r6cepteurs P2Y2.4.6 et n et que la suramine 
antagonise le P2Y2, P2Yn et legerement le P2Y6 il est probable qu'un de ces r6cepteurs 
soit responsable de m6dier l'adhesion. De plus, comme 1'ATP et 1'UTP ont tous les deux 
un effet positif sur l'adhesion, le r6cepteur P2Y2 semble une cible interessante puisqu'il 
est le seul recepteur a etre active par ces deux agonistes. 
Nous savons que les molecules d'adhesion sont impliquees dans les interactions 
cellule-cellule et les interactions cellule-matrice et ce aussi bien en conditions 
physiologiques que physiopathologiques (Danese, Semeraro et al. 2005; Smith 2008). II 
est documente que le recrutement et l'adhesion des leucocytes a la barriere formee par les 
cellules epitheiiales intestinales impliquent diverses proteines d'adhesion dont 
l'expression doit etre finement reguiee (Zen and Parkos 2003; Danese, Semeraro et al. 
2005; Zen, Liu et al. 2005). Dans cette optique, nous avons procede a un premier criblage 
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visant a identifier si l'expression de l'ARNm de certaines molecules d'adhesions connut 
pour 6tre potentiellement impliquee dans 1'adhesion leucocytaire, etait r€gul6 par les 
nucleotides extracellulaires. La premiere cible que nous avons identified fut ICAM-1. Or, 
d'apres la litterature, ICAM-1 est exprimee au niveau apical des cellules ou son 
expression augmente en conditions inflammatoires (Vainer, Nielsen et al. 2000; Forbes, 
Hulett et al. 2006; Nakamura, Honda et al. 2006). Ces deux caracteristiques ont fait de 
cette molecule un choix de premier ordre puisqu'elle pouvait etre impliquee dans 
Padhesion des macrophages en condition inflammatoire. En effet, les tests d'adhesion ont 
6te effectu^s sur la partie apicale des cellules epitheliales. Etant connu pour etre exprim6 
a ce niveau, il est normal de croire qu' ICAM-1 est implique" dans 1'adhesion des 
macrophages dans notre contexte experimental. Dans le contexte des maladies 
inflammatoires, une adhesion importante des cellules immunitaires a l'apex des cellules 
epitheliales a plusieurs repercussions physiopathologiques (Huang, Eckmann et al. 1996; 
Parkos 1997; Zen and Parkos 2003). II est connu que ce phenomene d'abord mis en place 
comme premiere ligne de defense face aux pathogenes peu conduire a 1'apparition d'abces 
et d'ulceration (Vainer, Horn et al. 2006). La deuxieme cible identifi6e fut la molecule 
CD47 qui est une protelne de la famille des immunoglobulines exprimee au niveau 
basolateral et lateral des cellules et la litterature suggere sa participation dans le 
ph6nomene de transmigration epith61iale (Brown and Frazier 2001; Rebres, Kajihara et al. 
2005). Bien que le r61e et les mdcanismes exacts de son implication soient toujours 
nebuleux, l'utilisation d'anticorps bloquant dirig^s contre cette molecule resulte en une 
diminution de la transmigration epitheliale (Liu, Merlin et al. 2001). Elle constituait done 
une cible interessante pour mes travaux. Les essais par qPCR visant a determiner les 
effets de 1'ATP et de l'UTP sur l'expression de l'ARNm de CD47 ont €i€ peu concluants. 
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Bien qu'une tendance a la hausse apres stimulation soit visible (figure 13A), cette 
augmentation n'est pas significative. II est done, possible que cette molecule d'adhesion 
ne soit tout simplement pas influencee par Taction des nucl6otides extracellulaires. 
llvidemment, cet essai est une representation de l'expression de l'ARN messager de 
CD47 et n'est en aucun cas representatif de son expression proteique. II est done 
raisonnable de penser que malgre la faible modulation du transcrit, l'expression proteique 
de CD47 pourrait etre modulee par un m^canisme de contr61e posttranscriptionnel. 
Malheureusement, le peu d'efficacit6 de Tanticorps test6 ne nous a pas permis de 
determiner son expression prot&que. 
La stimulation des cellules IEC-6 et Caco-2/15 par l'ATP et l'UTP amene une 
forte augmentation de l'expression de 1'ARNm d'ICAM-1 (figure 13B). Recemment, il 
fut montre que l'expression d'ICAM-1 est augment6e dans la maladie de Crohn et la 
colite ulcereuse (Vainer, Nielsen et al. 2000; Vainer 2005). De plus, il semble qu'il y est 
une correlation entre l'expression d'ICAM-1 a Tepith61ium et une aggravation des 
dommages de la muqueuse intestinale (Vainer, Horn et al. 2006). In vitro, Tagregation 
des leucocytes est directement H6e a l'implication d'ICAM-1 qui sert de ligand et permet 
la formation de granulomes, une caracteristique de la maladie de Crohn (Vainer 2005; 
Vainer, Horn et al. 2006). Comme il a 6x6 montre que l'expression des r6cepteurs P2Y 
(P2Y2, P2Y6) est aussi augment^  en conditions ihflammatoires (Di Virgilio, Borea et al. 
2001; Idzko, Hammad et al. 2007; Grbic, Degagne et al. 2008), l'activation de ceux-ci 
pourrait pourrait etre reli6 a 1'augmentation de l'expression d'ICAM-1 dans ces 
conditions. Finalement, l'augmentation du transcrit d'ICAM-1 est legerement plus 61ev6e 
apres l'utilisation d'UTP plut6t que d'ATP ce qui peut s'expliquer encore une fois par la 
plus grande sensibilite de l'ATP a Taction des ectonucl6otidases des cellules Caco-2/15 
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(Grbic et al., 2008). La caracterisation prot&que s'avererait d'une grande importance 
puisque c'est la proteine ICAM-1 qui permet 1'adhesion cellulaire et son expression 
pouvait differer de l'expression en ARNm. Les immunobuvardages de types western 
visant a verifier l'expression prot6ique d'ICAM-1 apres stimulation par les nucldotides 
extracellulaires ont valide les r6sultats obtenus prec&lemment par qPCR. En effet, aussi 
bien dans les cellules Caco-2/15 que les cellules IEC-6, la stimulation par l'ATP ou l'UTP 
se solde par une augmentation importante de l'expression d'ICAM-1 (figure 14). II est 
connu qu'en conditions inflarnmatoires il y a une relache nucl&rtidique accrue ainsi 
qu'une expression d'ICAM-1 accru (Song, Kim et al. 2001; Olanders, Sun et al. 2002; 
Vainer 2005). Dans ces conditions, il est raisonnable de prdsumer qu'en conditions 
inflarnmatoires, l'augmentation de l'expression d'ICAM-1 pourrait etre en partie due a 
l'augmentation de la relSche d'ATP et d'UTP. La difference d'expression d'ICAM-1 
entre les deux types cellulaires releve probablement encore de la nature m6me des 
cellules. Les cellules Caco-2/15 6tant d'origine cancereuse, il est probable que 
l'expression de ceratines proteines different de cellules a caractere normales tels les IEC-
6. En plus de la variation de l'expression des ectonucleotidases entre les deux types 
cellulaires, une plus forte expression d'ICAM-1 dans les cellules IEC-6 pourrait expliquer 
1'adhesion plus 61ev6e des macrophages sur ces cellules. En effet, les macrophages 
expriment differentes int6grines (CDlla/CD18, CDllb/CD18) dont les ligands sont des 
membres de la famille des immunoglobulines comme ICAM-1 (Danese, Semeraro et al. 
2005). H est done probable qu'une plus forte expression d'ICAM-1 facilite l'adhesion des 
macrophages a la membrane en augmentant le nombre et l'efficacite des interactions 
CDlla/b-CD18 avec ICAM-1. 
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Mes travaux ont montr6 que l'expression d'ICAM-1 est augment6e au niveau 
transcriptionnel ainsi bien qu'au niveau proteique apres une stimulation par les 
nucleotides extracellulaires ATP et UTP. Comme pour nos essais d'adh6sion des 
macrophages aux cellules epitheliales, nous avons tire profit de la pharmacologic des 
recepteurs P2Y pour determiner lequel des recepteurs P2Y est implique" dans 
1'augmentation de l'expression d'ICAM-1 par les cellules epitheliales. De facon similaire 
a nos essais d'adhesion, l'ajout de PPADS avant la stimulation par 1'ATP et PUTP n'a pas 
inhibe l'expression d'ICAM-1 (figure 15A). Par contre, l'utilisation de la suramine 
entratne une diminution marquee de l'expression d'ICAM-1 dans les deux types 
cellulaires utilises (figure 15B). Bases sur ces r6sultats, nous pouvons proceder par 
elimination pour determiner le sous-type de recepteurs P2Y responsable de 
l'augmentation de l'expression d'ICAM-1. D'abord, PATP et l'UTP sont reconnus pour 
activer les recepteurs P2Y2, P2Y4, P2Yn et P2Yi3 (Bours, Swennen et al. 2006). 
Considerant que les transcrits des recepteurs P2Yn et P2Yi3 n'ont pu Stre detected dans 
les cellules IEC-6 et Caco-2/15, il ne reste que les recepteurs P2Y2 et P2Y4 susceptibles 
d'6tre actives par ces nucleotides (Grbic et al., 2008). De plus, il est documente que 
l'utilisation de PPADS antagonise normalement le recepteur P2Y4 et est sans effet notable 
sur la reponse mediee par le recepteur P2Y2 (Abbracchio, Burnstock et al. 2006). En 
consequence, la costimulation de l'expression d'ICAM-1 par l'ATP et l'UTP, est typique 
de l'activation du recepteur P2Y2 (Abbracchio, Burnstock et al. 2006). De plus, l'absence 
d'effet inhibiteur de PPADS et l'inhibition de l'expression d'ICAM-1 par la suramine 
favorisent fortement l'implication du recepteur P2Y2 dans l'augmentation de l'expression 
d'ICAM-1 en reponse a une stimulation des cellules epitheliales intestinales par l'ATP et 
l'UTP. II est certain que l'utilisation d'un antagoniste specifique dirige contre P2Y2 ou 
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l'utilisation d'interference a TARN nous permettrait de confirmer ses r6sultats. Toutefois, 
bases sur les donn6es pharmacologiques obtenues, nous pouvons pr6sumer que 
l'expression d'ICAM-1 est modulee par l'activation du recepteur P2Y2 des cellules 
epith61iales intestinales. 
Les voies de signalisation impliqu6es dans la modulation de l'expression d'lCAM-
1 suivant l'activation du r6cepteur P2Y2 ne sont pas connues. L'ajout d'inhibiteurs 
pharmacologiques pour les isoformes de la kinase p38, le duo MEK1/2-ERK1/2 et les 
kinases de stress, JNK1 et 2, n'ayant pas d'effet sur l'expression d'ICAM-1 (rdsultats non 
illustres), nous avons poursuivi notre investigation. Un intervenant cellulaire fortement 
associe a la reponse inflammatoire de nombreuses pathologies est le facteur de 
transcription NFKB (Neumann and Naumann 2007). De plus, il est bien documents que le 
promoteur d'ICAM-1 possede de nombreux sites de liaison pour NFKB. La liaison de ce 
dernier au promoteur d'ICAM-1 induit alors son expression (Aoudjit, Brochu et al. 1997; 
Roebuck and Finnegan 1999). Dans ce travail (figure 15B), nous avons montre que la 
stimulation de l'expression d'ICAM-1 ait diminue" par le SN-50, un peptide inhibiteur de 
NFKB qui le sequestre dans le cytosol. H a €t€ montr6 que l'activation de certains 
recepteurs de type P2 comme les r^cepteurs P2Y6 et P2X7 peuvent conduire a l'activation 
de voie de signalisation associ6 au facteur de transcription NFKB (Korcok, Raimundo et 
al. 2004; Korcok, Raimundo et al. 2005). II est done fort probable que l'expression 
d'ICAM-1 soit associe & une augmentation de l'activitee du facteur de transcription NFKB 
suite a l'activation du recepteur P2Y2. Bien que d'autres experiences soient necessaires a 
la determination complete des voies responsables de l'expression d'ICAM-1, ces r6sultats 
offrent une bonne piste de depart. 
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Mes travaux nous ont aussi permis de valider nos observations in vivo. En effet, a 
l'aide du modele murin, chez lequelle une inflammation intestinale ait induit 
chimiquement par le DSS, nous avons observe" une augmentation de l'expression relative 
d'ICAM-1 au niveau de 1'epithelium, colique (figure 16). Ces resultats concordent avec 
ceux decrits dans la litterature (Olanders, Sun et al. 2002; Danese, Semeraro et al. 2005). 
La faible expression a la base de certaines cryptes des souris contrdles est due a 
l'expression basale constitutive d'ICAM-1 (Huang, Eckmann et al. 1996). Toutefois, le 
marquage a la base des cryptes est absent chez les souris trait6es au DSS ou les points de 
fortes expressions se situent plutot dans la partie superieur des cryptes, ce qui Concorde 
avec la litt6rature (Vainer 2005). Cette perte d'expression dans le bas de la crypte 
s'explique de la facon dont la colite chimique est induite. L'inflammation partant de la 
base de la crypte d6truit peut a peu la muqueuse intestinale ce qui peu conduire a une 
perte de signal (Sandborn 2004; Clapper, Cooper et al. 2007). 
Les differents resultats obtenus a la section 6.9 traitent de la transmigration 
epitheliale. Cet aspect nous int£ressait d'abord parce que le phenomene de transmigration 
epitheliale presente des implications importantes dans les maladies inflammatoires de 
l'intestin. En infiltrant repithelium, les leucocytes interferent avec la continuite de 
repithelium et peuvent former des ulcerations et des abces (Vainer, Horn et al. 2006). 
Certains leucocytes comme les neutrophiles activ6s sont reconnus pour endommager les 
tissus de l'h6te et ainsi contribuer aux maladies inflammatoires de l'intestin (Chen, 
Corriden et al. 2006). Ayant demontre l'implication des recepteurs P2Y dans l'adhesion 
des macrophages a la partie apicale de repithelium, nous voulions 6galement savoir si 
ceux-ci pouvaient migrer au travers de la barriere epitheliale. La migration des 
macrophages a travers 1'epithelium est d'une grande importance puisque les leucocytes, 
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particulierement les neutrophiles relevent des chimiokines relachees par les macrophages 
pour se guider et migrer vers la partie apicale des cellules epitheliales. II est aussi propose" 
que les macrophages servent de cellules d'ancrage aux neutrophiles pour leurs 
transmigrations et faciliteraient 1'activation de leurs fonctions defensives (Vainer, Horn et 
al. 2006). 
La transmigration 6pitheliale, comme 1'adhesion, est entierement dependante des 
molecules d'adhesion. ICAM-1 qui est exprime" fortement en conditions inflammatories 
est soupgonne" de contribuer a 1'adhesion des leucocytes a la partie apicale des cellules 
6pitheliales ou son expression est localised (Danese, Semeraro et al. 2005; Vainer 2005). 
Nous avons precedemment valid6 la modulation a la hausse de l'expression prot6ique et 
du transcrit de la molecule d'adh6sion ICAM-1 dans nos modeles cellulaires (figures 13 et 
14). Les tests preliminaries avec la lign^e U-937 (rlsultats non illustres) nous ont permis 
de mettre au point le protocole de migration et d'optimiser les differents parametres. Les 
r&ultats obtenus avec la lignee PLB-985 dont le phenotype mime celui des neutrophiles 
montrent une augmentation significative de la transmigration apres stimulation de la 
monocouche de cellules epith61iales par les nucleotides extracellulaires (figure 17A). Les 
tests avec les macrophages frais isoles de rates ont aussi donne" des r6sultats interessants, 
soit une augmentation de la transmigration suite a la stimulation des cellules 6pith61iales 
par les nucleotides extracellulaires (figure 17B). Un ph6nomene interessant par rapport 
aux essais de transmigration est le phenomene de tout ou rien. Cela suggere un 
phenomene d'entrainement de la transmigration pouvant etre explique par 1'augmentation 
de la perm6abilit6 membranaire entrainant par le fait meme une augmentation du nombre 
de macrophages traversant la monocouche. II a aussi €t€ montre dans la litterature que les 
neutrophiles et/ou les macrophages traversant l'epith61ium exercent une force mecanique 
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sur la paroi, ce qui peut entrainer une relache accrue de nucleotides extracellulaires par les 
cellules epitheliales (Abbracchio, Bumstock et al. 2006; Chen, Corriden et al. 2006). Le 
groupe de Junger et coll. a 6galement montre que 1'ATP extracellulaire avait un effet 
chimioattractant sur les neutrophiles dans 1'initiation de la migration, mais que d'autres 
m&liateurs devaient intervenir pour maintenir cet effet. Bases sur ces resultats, nous 
pouvons pr6sumer qu'en plus de favoriser 1'expression de molecule d'adhesion, l'ajout de 
nucleotides extracellulaires au milieu favorise l'mitiation de la migration des leucocytes 
par chimiotaxie. 
Combine avec les r6sultats obtenus precedemment grace aux tests d'adhesion et la 
caracterisation de l'expression d'ICAM-1, il est raisonnable de supposer que les 
macrophages vont migrer vers la partie apicale des cellules epitheliales guidees par un 
gradient chimioattractant produit par rinterm&liaire des cellules epitheliales. Les 
macrophages sur place vont s'ancrer aux cellules, possiblement par la mol6cule 
d'adh6sion ICAM-1, et readier des chimioatractants qui vont guider les neutrophiles vers 
le site d' inflammation (Janeway 2005; Vainer, Horn et al. 2006). Cette hypothese est 
supportee par les essais d'immunolocalisation d'ICAM-1 dans un modele murin 
d'inflammation, ainsi que par la colocalisation d'ICAM-1 et de CD68, un marqueur des 
macrophages activ6s dans ces mSmes modeles (figures 16 section II). II a d'ailleurs et6 
d^montre dans la litterature, que 1'augmentation de mol6cules d'adhesion correlait 
souvent avec une augmentation de leucocytes au site d'inflammation (Zen and Parkos 
2003; Nakamura, Honda et al. 2006). L'expression d'ICAM-1, localise" principalement a 
la partie apicale des cellules epitheliales, est fortement augmenteVpar rapport aux tissus 
contrSle valide cette affirmation (figure 16 section I). De plus, la presence de coloration 
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jaune aux points de forte expression d'ICAM-1 indique une presence accrue de 
macrophages. Nous avons meme reussi a capturer un macrophage en pleine migration 
epitheliale au niveau d'une crypte cdlonique (figure 161). Bien que les souris trait6es au 
DSS n'aient subi aucun ajout externe de nucleotides extracellulaires, il est plausible que 
les dommages tissulaires et cellulaires causes par le traitement au DSS aient ete suffisants 
pour enclencher la signalisation purinergique. Comme expliquee dans la section 2.4 de 
1'introduction, la liberation de nucleotides extracellulaires est est fortement induite dans 
ces conditions inflammatoires (Abbracchio, Burnstock et al. 2006; Bours, Swennen et al. 
2006). 
Nous avons done confirm^ in vivo, figure 16 et in vitro, figure 17, la presence d'un 
ph6nomene de transmigration epithiliale des macrophages. Nous avons montr6, in vitro, 
une augmentation de la transmigration de la region basolateral vers le c6te apical des 
macrophages au travers d'une monocouche de cellules epitheliales suite a une stimulation 
des cellules epitheliales par l'ATP et l'UTP. Ces resultats montrent, 6galement, que les 
nucleotides extracellulaires sont impliqu6s dans 1'adhesion des macrophages du c6te 
apical des cellules epitheiiales. Par ailleurs, il est documente que la transmigration 
epitheliale initi6e normalement pour contrer une attaque pathogenique deg6nere 
rapidement vers un processus inflammatoire chronique lorsque la permeabilite 
membranaire est perturb6e (Baumgart and Carding 2007). L'implication des nucleotides 
extracellulaires favoriserait le passage des leucocytes au travers la barriere epitheliale et 
pourrait mener a un des6quilibre de l'hom6ostasie intestinale du a l'augmentation de la 
permeabilite membranaire et a une accumulation accrue de leucocytes au site 
d'inflammation. L'entree dans un tel cercle vicieux contribue a 1'accentuation des 
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signaux d'activation du systeme immunitaire et favorise les signaux pro-inflammatoires 
conduisant vers les maladies inflammatoires chroniques de l'intestin. A la lumiere de ces 
r6sultats, il est clair que les nucleotides extracellulaires ont un r61e a jouer dans la 
transmigration 6pitheliale. II est certain que des 6tudes plus exhaustives sont de mise pour 
confirmer leurs implications. Cependant, ce projet ouvre la voie a de nouvelles pistes dans 
l'6tude de la transmigration 6pitheliale, un ph6tiomene encore peu documente, mais dont 
1'impact est non ndgligeable, particulierement dans le cadre des maladies inflammatoires 
chroniques (Colgan, Parkos et al. 1993; Parkos 1997; Zen and Parkos 2003). 
Dans ce projet, nous avons mis l'accent sur la molecule d'adhesion ICAM-1. 
Nous sommes toutefois conscients de Taction probable d'autres mol6cules d'adhesion 
dans 1'adhesion et la transmigration des macrophages. C'est pourquoi nous avons 6tudi6 
la modulation de l'expression d'autres molecules d'adhesion dont les r6sultats sont 
exposes a la section 6.10. L'outil developpe par la cdmpagnie SuperArray nous a permis 
de mettre en lumiere une panoplie de molecules d'adhesion dont l'expression en ARNm 
est augment6e par une stimulation des cellules epitheliales par l'ATP et l'UTP (figure 
18A). A l'aide de cet outil, nous avons observe une augmentation de l'expression 
d'ICAM-1 dans les cellules Caco-2/15 stimulees par l'ATP et l'UTP, tel que nous 
l'avions observe" pr6c£demment (figure 18B). Parmi le large eVentail de molecules dont 
l'expression est augment6e par l'ATP et l'UTP, plusieurs d'entre elles sont impliqu6es, a 
un certain niveau, dans differentes pathologies a caractere inflammatoire. Premierement, 
la metalloprotease 1 (MMP1) est une collagenase dont l'expression est augmentee en 
conditions inflammatoires ou. canc6reuses. Cette proteine en degradant le collagene 
facilite Tacces des cellules immunitaires aux sites d'inflammation (Ray, Kuroki et al. 
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2003; Ray, Shakya et al. 2005). II a aussi €t€ demontre que 1'expression de MMP1 6tait 
augmentee dans l'endometre apres stimulation par l'ATP (Chang, Wang et al. 2007) 
(figure 18C). La trombospondine-1 (THBS-1) est une glycoproteine dont 1'expression est 
aussi augmented apres stimulation par l'ATP et l'UTP. Son expression est aussi 
augmentee dans rarthrite rhumatoide, une maladie a caractere inflammatoire (Kehrel, 
Flicker et al. 1996). Cette molecule aurait un r61e majeur a jouer dans cette maladie en 
recrutant, activant et permettant l'adh6sion des lymphocytes dans les lesions 
inflammatoires. II est done raisonnable de penser que la THBS-1 pourrait avoir un role 
similaire dans les maladies inflammatoires de l'intestin. Cette glycoproteine permettrait 
aussi une adhesion accrue des bacteries Gram positives comme Clostridium aux cellules 
£pitheliales et endotheliales, facilitant ainsi leurs colonisations. De plus, 1'expression de 
THSB1 semble Stre intimement H6e a une autre molecule dont 1'expression est modulee a 
la hausse apres l'ajout des nucleotides: la «connective tissu growth factor» (CTGF). Cette 
molecule est impliquee dans l'angiogenese in vivo, et est l'un des premiers facteurs 
histopathologiques identifies, necessaire au d6veloppement de rarthrite rhumatoide 
(Manns, Uknis et al. 2006). Elle est exprimde a la hausse dans cette maladie et son 
expression suit 1'expression de THSB1 dans ce contexte pathologique. En fait, il a 6te" 
montre que la THSB-1 pouvait reguler 1'expression de la CTGF (Manns, Uknis et al. 
2006). La HAS 1 est une enzyme dont l'ARNm module a la hausse est aussi digne 
d'int6r6t. Cette enzyme est responsable de la synthese de l'halurolan. L'halurolan a 
r6cemment ete reconnu pour se lier a CD44, une molecule d'adhesion exprimee par les 
leucocytes (Mohamadzadeh, DeGrendele et al. 1998). L'augmentation de la HAS 1 
entraine done en une augmentation d'halurolan, facilitant ainsi l'adhesion des leucocytes. 
Finalement, plusieurs sous unites alpha des integrines sont aussi regulees a la hausse. 
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Parmi celles-ci, nous retrouvons les sous-unit6s cc2, oc6 et d'une maniere beaucoup plus 
importante, la sous-unite oc5. Les integrines sont souvent reconnues pour engager une 
signalisation intracellulaire conduisant vers un rearrangement du cytosquelette et vers la 
motilit6 cellulaire (Bax, Messent et al. 2004). De plus, l'intggrine <x5pi est connu pour 
favoriser la survie cellulaire par l'augmentation de l'expression de Bcl-2 (Zhang, Vuori et 
al. 1995). L'unit6 alpha5 est aussi connu pour lier specifiquement la fibronectine. Or 
certaines Etudes tendent a demontre par exemple une modulation des isoformes ED-A et 
ED-B de la fibronectine en condition inflammatoire (Brenmoehl, Falk et al. 2008; Burke, 
Ferrante et al. 2008). Le r61e que pourrait jouer ces int6grines dans le contexte des 
pathologies inflammatoires de l'intestin est encore n6buleux, mais l'apoptose et la 
migration cellulaire font partie des conditions caract6risant les Mil (Baumgart and 
Carding 2007). Bref, toutes ces molecules ont un role a jouer dans les maladies a 
caractere inflammatoires, que ce soit en facilitant l'acces ou l'adhesion des leucocytes au 
site d'inflammation (HAS-1, MMP1), ou en favorisant certaines voies de signalisation 
(integrine oc5). 
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8. CONCLUSION et PERSPECTIVES 
Dans ce projet, nos intentions 6taient de demontrer l'implication des r^cepteurs 
purinergiques P2Y dans le recrutement et l'adhesion des macrophages a 1'epithelium 
intestinal. Cette implication devait se manifester principalement par la modulation de 
l'expression des molecules d'adhesion. Ces molecules contrQlent le recrutement des 
macrophages en jouant un r61e prioritaire dans l'adh6sion et la transmigration epitheliale. 
Nos resultats ont clairement demontre un role des r6cepteurs P2Y dans l'adhesion 
des leucocytes a 1'epithelium en montrant qu'une stimulation par l'ATP et l'UTP 
entrainait en une augmentation du nombre de macrophages adherant a la membrane. 
Cette implication a d'ailleurs 6te confirmee par l'utilisation d'un antagoniste des 
r£cepteurs P2Y, la suramine. Le pr6traitement des cellules avec celle-ci conduisait vers 
une diminution de l'adh6sion validant ainsi l'implication des r6cepteurs P2Y dans ce 
phenomene. En vue de determiner la ou les molecules d'adh&ion pouvant Stre 
impliquees dans l'adhesion des macrophages, nous avons montre une augmentation de 
l'expression de l'ARNm et de la proteine ICAM-1 apres une stimulation des cellules 
epitheliales par l'ATP et l'UTP. Qui plus est, des Etudes plus exhaustives a l'aide 
d'antagonistes, tels que PPADS et la suramine, nous ont permis d'identifier la famille de 
recepteurs P2Y et possiblement plus sp6cifiquement le P2Y2 comme principal responsable 
de la modulation d'ICAM-1 dans nos modeles cellulaires. Cette molecule d'adhesion 6tait 
d'ailleurs deja reconnue pour Stre impliquee et modulee a la hausse dans plusieurs 
pathologies a caractere inflammatoire. Nous avons valide cette information dans nos 
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modules murins traites au DSS et montree que 1'augmentation de l'expression d'ICAM-1 
en condition inflammatoire correlait avec une augmentation du nombre de macrophages a 
l'epithelium. Nous avons aussi montre que les nucleotides extracellulaires jouaient un 
r61e dans la transmigration epitheliale des neutrophiles ainsi que des macrophages. 
Finalement, le criblage des molecules d'adhesion et de la matrice extracellulaire apres 
stimulation par les nucleotides extracellulaires a mis en lumiere plusieurs molecules dont 
l'expression est modulee a la hausse et dont 1'implication dans les maladies a caractere 
inflammatoire est documented. Cet apercue ouvre la voie a d'autres cibles potentielles 
orchestr6es par les r£cepteurs P2Y non settlement dans les maladies inflammatoires de 
l'intestin, mais aussi dans d'autres pathologies inflammatoires. 
Tous ces r6sultats mis en perspectives soutiennent 1'implication des r^cepteurs 
nucleotidiques dans le processus inflammatoire par leurs participations a deux 
pMnomenes pr^dominants de 1'inflammation, la transmigration et 1'adhesion des 
leucocytes via la modulation de l'expression des molecules d'adhesion. La complexite de 
l'etiologie rdgissant les maladies inflammatoires de l'intestin nous force a pousser l'6tude 
des recepteurs nucleotidiques plus loin pour determiner leur orchestration definitive dans 
ce contexte. Toutefois, le travail accompli dans le cadre de ce projet de maitrise, appuye" 
des travaux ant6rieur au laboratoire (Grbic, Degagne et al. 2008), pr6sente les r6cepteurs 
nucleotidiques comme des joueurs important dans la regulation de la reponse 
inflammatoire. En effet, leurs rdles maintenant bien 6tablis dans la reponse immunitaire 
sont renforces par leurs participations aux pMnomenes de transmigration et d'adhesion 
6pith6Hale. La recherche entourant la regulation de ces deux ph6nomenes en est encore a 
ses premier pas, mais son importance dans le cadre des maladies inflammatoires de 
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l'intestin est incontestable et les nouvelles avenues de recherche mis en lumiere dans ce 
projet de mattrise y mettent les r6cepteurs P2Y a 1'avant-plan. 
Ce projet sera poursuivi dans le futur afin de completer et d'elucider la 
participation des recepteurs P2Y dans la transmigration epitheliales des leucocytes. En 
premier lieu, completer les essais de transmigration avec les macrophages frais et terminer 
la caracterisation des voies de signalisation impliquees dans modulation de l'expression 
d'ICAM-1. L'utilisation d'anticorps bloquants ou la generation d'un siARN dirige" contre 
ICAM-1 permettra de confirmer l'implication de cette molecule dans l'adhesion des 
macrophages a Perithelium. L'utilisation d'un ARNi diriger contre les recepteurs P2Y 
pourrait aussi nous permettre de confirmer specifiquement le role de P2Y2. Finalement 
une 6tude exhaustive des molecules d'adhesions et de la matrice extracellulaire modulee a 
la hausse par les nucleotides extracellulaires sera une priority. Cette avenue permettra de 
procurer des informations pr6cieuses sur l'implication des recepteurs nucleotidiques et 
ouvrira la voie a de futurs projets de recherche sur le sujet. 
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